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RESUMEN 
La presente tesis ha sido realizada en el Grupo Nanoforces del Departamento de 
Física de la Materia Condensada de la Universidad Autónoma de Madrid. Esta tesis se 
centra en la caracterización de propiedades mecánicas de bacteriófagos mediante 
microscopía de fuerzas atómicas en medio líquido. En particular, se han estudiado los 
cambios en la morfología, elasticidad, fragilidad y estabilidad que se producen en las 
cápsidas víricas durante el ciclo viral.  
Los trabajos aquí presentados han sido realizados en colaboración con diferentes 
grupos de investigación de biólogos y teóricos: Profesor José López Carrascosa (Centro 
Nacional de Biotecnología/CSIC, Madrid), Profesor Carlos Enrique Catalano (University of 
Washington, USA), Proferor David Reguera (Dept. de Física Fonamental, Unversidad de 
Barcelona, Barcelona) y Profesor Arvind Raman (School of Mechanical Engineering 
Purdue University, Indiana, USA).  
Aunque esta tesis tiene un carácter experimental, en ella se incluyen parte de los 
modelos teóricos y las simulaciones que han permitido interpretar los diferentes 
resultados experimentales obtenidos. 
La memoria se organiza en 6 capítulos y un apéndice. Para una mejor comprensión 
se ha introducido un glosario de abreviaturas y definiciones que aparecen al final del 
documento.  
La tesis está dividida en tres partes. La primera parte correspondiente al Capítulo 1 
en el que se introduce la nanociencia, marco en el cual se sitúa esta tesis dada la escala 
nanométrica de los sistemas estudiados. Debido al carácter multidisciplinar de los 
experimentos y a la naturaleza biológica de los sistemas de estudio se han dedicado unas 
páginas a introducir la biofísica. Además, se han descrito de manera detallada tanto los 
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sistemas biológicos estudiados (virus) como la herramienta principal utilizada (el 
Microscopio de Fuerzas Atómicas), junto con sus aplicaciones para los estudios de 
sistemas biológicos. 
La segunda parte comprende los Capítulos 2, 3 y 4. En ellos se hace referencia a la 
caracterización de las propiedades mecánicas de tres sistemas bacteriófagos: φ29, T7 y λ. 
El objetivo principal de esta parte es el estudio de los cambios en las propiedades 
mecánicas que se producen en las estructuras de las partículas víricas durante el ciclo 
biológico de estos fagos. Mediante microscopía de fuerzas atómicas se ha obtenido 
información acerca de la morfología, presión interna y propiedades mecánicas de sus 
cubiertas proteicas. En cuanto a las propiedades mecánicas, se ha prestado especial 
atención a la respuesta elástica, la fragilidad y la estabilidad. Los tres bacteriófagos 
estudiados, φ29, T7 y λ, se caracterizan por seguir una ruta de maduración muy similar: 
formación de la precabeza, expansión, estabilización y empaquetamiento del material 
genético. La diferencia que existe entre ellos es el mecanismo utilizado para estabilizar la 
cápsida. Hemos de tener en cuenta que estos bacteriófagos son capaces de empaquetar 
material genético de micras de longitud en estructuras proteicas con diámetros de sólo 
unas decenas de nanómetros. El proceso de maduración no sólo garantiza el correcto 
desarrollo la estructura proteica, sino que también le proporciona la estabilidad química y 
mecánica suficiente, por un lado, para proteger el material genético durante la etapa 
extracelular del ciclo biológico y por otro, para resistir a las altas presiones que se 
producen por el ADN empaquetado en el interior del virus.  
El Capítulo 2 está dedicado al bacteriófago φ29. Las precabezas de este fago con 
forma de esfero-cilindro exhiben estrés residual en la estructura, cuyo origen se encuentra 
en el ensamblaje de las proteínas que la componen. Además, el virión presenta una 
constante elástica mayor que las precabezas como consecuencia de la presión interna 
generada por el material genético empaquetado. Los resultados de elasticidad extraídos 
de los experimentos han sido comparados con las predicciones que se obtienen de 
simulaciones basades en el método de elementos finitos (Finite Element Method; FEM) y 
basadas en el modelo de grano grueso (Coarse-Grained Model; CGM) así como con los 
resultados que predice la teoría de la elasticidad de medios continuos. A partir de las 
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propiedades mecánicas de la cápsida se ha estimado la presión interna en el interior del 
bacteriófago. 
En el Capítulo 3 se han estudiado los cambios de estabilidad química y mecánica en 
la cápsida del bacteriófago T7 la cual se caracteriza por presentar la ruta de maduración 
más simple. Ha sido sugerio que esta simplicidad se debe a que este fago apareció en 
etapas muy tempranas de la evolución de los virus. Los resultados experimentales 
muestran la existencia de anisotropía en la respuesta elástica de las estructuras de las 
partículas víricas. Para interpretar la anisotropía observada, el grupo del Profesor David 
Reguera ha realizado simulaciones de nanoindentaciones con un AFM virtual. Para ello, la 
cápsida del fago ha sido modelada usando la aproximación del modelo de grano grueso. 
De esta forma se tiene en cuenta la naturaleza discreta de la misma. Puesto que los 
cambios estructurales que se producen durante la maduración en la cubierta proteica de 
este virus  no se reflejan en a la constante elástica, se ha caracterizado la estabilidad de la 
precabeza y la cápsida madura mediante experimentos de fatiga mecánica con el AFM. 
El Capítulo 4 está dedicado al estudio de las propiedades mecánicas del 
bacteriófago λ. La cápsida de este fago necesita incluir una proteína adicional en la parte 
externa de la estructura para poder empaquetar el material genético. Por este motivo, se 
han caracterizado las tres partículas víricas implicadas en su proceso de maduración: 
procápsida, cápsida expandida y cápsida decorada con proteína gpD. Se han investigado 
los cambios que se producen tanto en la respuesta elástica como en la estabilidad durante 
la maduración de esta cápsida. 
La tercera parte de esta tesis corresponde al Capítulo 5. En este capítulo se 
presenta la teoría de Multi-armónico 0+1+2 como una nueva herramienta para obtener 
información acerca de las propiedades físicas de los materiales usando el modo dinámico 
AM-AFM (Amplitude Modulation Dynamic Atomic Force Microscopy o Modo Dinámico de 
Modulación en Amplitud). Usando esta teoría se han estudiado las propiedades físicas del 
bacteriófago φ29. Los resultados obtenidos han sido comparados con los resultados de 
experimentos de nanoindentaciones expuestos en el capítulo 2. 
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 En el Capítulo 6 se reúnen las principales conclusiones extraídas a lo largo de esta 
tesis. 
 El Apéndice I recoge los protocolos empleados para la preparación de muestras y 
superficies utilizadas para la realización de los experimentos con el AFM. 
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1. LOS VIRUS Y El MICROSCOPIO DE FUERZAS ATÓMICAS 
1.1. Introducción 
Hace ya más de medio siglo que el físico norteamericano Richard Feynman (1959) 
presentó su reconocida charla titulada “There’s Plenty of Room at the Bottom” o “Hay 
mucho sitio al fondo”, en una reunión de la American Physical Society [1]. Con ella invitó a 
la comunidad científica a dar sus primeros pasos hacia el desarrollo de aspectos 
fundamentales que constituyen hoy en día la base de la nanociencia. Feynman imaginaba 
una nueva disciplina basada en la manipulación de átomos y moléculas e invitó a los 
investigadores, que provenían de diferentes áreas, al desarrollo de la misma. Aunque en 
aquella época la idea podía parecer ciencia ficción, la realidad es que en la época actual 
muchos científicos en todo el mundo están desarrollando este nuevo campo que promete 
no sólo con cambiar la forma en la que entendemos la ciencia, la medicina, la tecnología, 
etc, sino en último término nuestras propias vidas.  
La nanociencia se caracteriza por ser un campo esencial y necesariamente 
multidisciplinar. Física, química, biología, ingeniería, etc, se unen para el estudio y 
desarrollo de estructuras, sistemas y dispositivos (en muchos casos de origen biológico) 
que presenten al menos una de sus dimensiones de tamaño de entre los 0.1 y los 100 nm. 
Dentro de este rango de tamaño se incluyen las escalas atómica, molecular y 
macromolecular.  
Como término derivado la nanociencia podríamos incluir el término la 
nanotecnología el cual fue por primera vez definido por Norio Taniguchi en 1974 [2]. 
Aunque hoy en día son utilizados de manera indistinta, hemos de tener en cuenta que, 
mientras la nanociencia se dedica a la caracterización de estructuras y materiales de 
múltiples naturalezas dentro de la escala nanométrica, la nanotecnología se dedica al 
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diseño, síntesis, manipulación y fabricación de dispositivos y sistemas que presenten 
propiedades específicas derivadas de sus dimensiones, a partir del control de su tamaño y 
forma. Por este motivo la nanotecnología puede aplicarse en una gran variedad de 
campos de investigación, como son la informática, electrónica, medicina, cosmética, etc. 
Existen dos estrategias para el control de la materia a escala nanométrica; la 
denominada descendente o top-down y la ascendente o bottom-up. 
Las técnicas top-down, consisten en disminuir el tamaño de las estructuras. A 
partir de los métodos descendentes como la litografía por haz de electrones o más 
avanzadas que utilizan radiación UV o bien Rayos X, se pueden crear estructuras de un 
tamaño menor a los 100 nm. Sin embargo, estas técnicas presentan limitaciones, 
derivadas fundamentalmente de los costes que conlleva la fabricación de los equipos, así 
como las condiciones en las que operan. Esto es un inconveniente importante visto desde 
el punto de vista industrial.  
Por ello existe la alternativa de la aproximación mediante las técnicas de botton-
up que consiste en crear nanomateriales a partir de bloques de construcción funcionales, 
es decir: a partir del ensamblaje de átomos y moléculas. El crecimiento auto-organizado y 
el auto-ensamblaje resultan ser más eficientes y menos costoso para la fabricación de 
estructuras a nivel nanométrico. 
En el campo de la biología existen muchos ejemplos naturales en los que podemos 
basar el diseño nanotecnológico. En la mayoría de los fenómenos biológicos participan 
múltiples clases de sofisticadas nanoestructuras y/o nanomáquinas de las que dependen 
funciones tales como, transformar energía, aplicar fuerzas, transportar, almacenar y leer 
información información, etc. Los virus son un claro ejemplo de nanomáquina, a priori 
molecularmente sencilla, compuesta por un limitado número de componentes. Estos 
macroensamblados nucleoproteicos de tamaño nanométrico son capaces de llevar a cabo 
funciones complejas durante el ciclo viral. Algunas de estas funciones son la replicación 
del material genético aprovechando la maquinaria celular, el autoensamblaje de nuevas 
partículas virales, el transporte y protección del material genético, etc. Las cápsidas víricas 
(nanocontenedores proteicos o glicoproteicos) son las encargadas de proteger el material 
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genético del virus. Durante una etapa de su ciclo viral denominada maduración, las 
cápsidas sufren cambios estructurales más o menos pronunciados, que implican la 
modificación o la reorganización de las proteínas que las conforman. Estos cambios, que 
se reflejan en las propiedades mecánicas y electrostáticas, por un lado les proporcionan la 
estabilidad necesaria para proteger su material genético y, por otro, les confiere alta 
resistencia a condiciones extremas, como cambios de pH, temperatura, fuerza iónica, de 
presión, deshidratación, etc; del medio fisiológico en el cual se encuentran [3, 4].  
Por esta razón las cápsidas víricas son modelos muy atractivos para el estudio y el 
diseño de nanoestructuras. Dada la biocompatibilidad que presentan, múltiples estudios 
proponen a las cápsidas para aplicaciones en nanotecnología, biomedicina y 
biotecnología, siendo una de las más directas la síntesis de nuevos materiales o la 
fabricación de pequeños contenedores para encapsular y distribuir fármacos de manera 
dirigida, o como vectores en terapias génicas.  
Hace ya algunos años que grupos de virólogios y biotecnólogos vienen 
sintetizando in vitro, estructuras similares a las cápsidas víricas, conocidas como VLPs, (en 
inglés Virus-Like Particles). Estas partículas, de naturaleza exclusivamente protéica, 
presentan las ventajas de una cápsida vírica, pero al mismo tiempo ofrecen la posibilidad 
de obtener un nanocontenedor cuyo tamaño, morfología, composición y cargo interno 
pueden ser predeterminados en muchos casos mediante conocimientos 
bionanotecnológicos [5-7]. 
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1.1.1. Biofísica 
Como hemos mencionado anteriormente, en las últimas décadas la investigación 
ha alcanzado un nivel multidisciplinar. La unión de los conocimientos de las diferentes 
ramas de la ciencia, no sólo ha permitido el diseño de nuevos materiales con aplicaciones 
en diferentes áreas, sino también, abordar la descripción y el análisis de un fenómeno 
determinado desde diferentes puntos de vista, ofreciendo así, una interpretación más 
completa y enriquecedora del mismo. De entre estas uniones podríamos destacar la 
Biofísica como una las ramas interdisciplinares que ha alcanzado un alto nivel de 
desarrollo. 
Biofísica es la rama de ciencia que estudia los sistemas biológicos utilizando 
métodos y principios físicos. Este término fue utilizado por primera vez en 1892 por 
K.Pearson [8]. “Un problema biológico desde el punto de vista físico conlleva desde una 
simplificación del sistema objeto hasta una descripción del mismo con leyes físicas”.  
Dentro de los sistemas estudio en el campo de la biofísica toman interés los 
sistemas sencillos debido a que, desde su simplicidad, aportan información relevante para 
el entendimiento de otros más complejos. Por eso la gran mayoría de los trabajos 
realizados en biofísica se han centrado en el estudio detallado de biomoléculas o 
autoensamblados de las mismas que permiten después entender sistemas más 
complejos. Los análisis biofísicos de sistemas biológicos pueden llevarse a cabo mediante 
técnicas de volumen o en “bulk”. Este tipo de técnicas, como por ejemplo la Microscopía 
Óptica, Difracción de Rayos X o la Calorimetría, utilizan un gran número de moléculas (en 
disolución o en forma cristalina) y proporcionan información promediada a cerca de la 
estructura, la densidad de carga superficial o la estabilidad estructural. A partir de la 
información obtenida por estas técnicas se puede deducir o bien plantear nuevos ensayos 
que demuestren la relación que existe con su función biológica. 
Gracias a los avances alcanzados en tecnología en los últimos años se han 
desarrollado nuevas técnicas y métodos de medida que complementan a las técnicas de 
volumen como son las denominadas técnicas de molécula únicas que, como indica su 
nombre, permiten estudiar propiedades físicas a nivel de molécula individual como por 
ejemplo la estabilidad térmica, dureza, fragilidad, estabilidad mecánica y carga 
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electrostática, en condiciones fisiológicas. Dentro de este grupo técnicas cabe destacar las 
Pinzas Ópticas, las Pinzas Magnéticas, la Microscopía de Fluorescencia, y el Microscopio 
de Fuerzas Atómicas. Las Pinzas Ópticas y Magnéticas, que aplican fuerzas unos pocos 
(pN), permiten estudiar por ejemplo, la fuerza ejercida por un motor molecular [9], o la 
interacción entre una proteína y la molécula de DNA [10-12]. El Microscopio de 
Fluorescencia nos permite, entre otros, observar procesos dinámicos en tiempo real que 
ocurren en el citoesqueleto de las células [13]. Y el Microscopio de Fuerzas Atómicas que 
aplica fuerzas cercanas al centenar de pN, nos permite realizar espectroscopia de fuerzas 
[14], estudiar procesos dinámicos como son el ensamblado de filamentos de proteínas 
[15, 16], el desensamblaje de las cápsidas víricas [17], y realizar experimentos de 
indentación para obtener información de propiedades físicas como es el módulo de Young 
en células [18, 19], la constante elástica en cápsidas virales [20], o la constante dieléctrica 
de estructuras proteicas [21]. 
En los últimos años, muchos de los trabajos más importantes dentro del campo de 
la biofísica, han utilizado este tipo de técnicas. Determinar las propiedades físicas y el 
funcionamiento de estas estructuras biomoleculares sigue siendo uno de los grandes 
retos. 
Los virus son ensamblados de proteínas y material genético. Estas entidades 
biológicas, de apariencia sencilla, son la admiración de microbiólogos como de científicos 
especializados en la nano-bio-tecnología. El ciclo biológico de los virus es 
extremadamente preciso, y se desarrolla casi de forma automática. Entender la relación 
que existe entre las propiedades físicas (rigidez, fragilidad, estabilidad, densidad de carga, 
etc), su estructura (subunidades proteicas, genoma, receptores de la superficie, 
apéndices) y las funciones que realiza (auto-ensamblaje, encapsidación y protección de 
material genético, replicación, infección.) es importante en virología y en nanomedicina 
en general, por su potencial uso como nanocontenedores, así como para el diseño de 
nuevas estrategias antivirales. 
En esta tesis nos hemos centrado en el estudio de las propiedades mecánicas y la 
estabilidad estructural de diferentes virus, particularmente en virus procariota: los 
bacteriófagos. Este estudio se ha llevado a cabo mediante el uso del Microscopio de 
Fuerzas Atómicas (Atomic Force Microscopy, AFM) en condiciones fisiológicas. Para esto, 
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las partículas víricas fueron sometidas a deformaciones reversibles e irreversibles, para de 
este modo analizar y caracterizar la respuesta obtenida, describir sus propiedas y conocer 
las implicaciones de dichas características en el contexto natural 
1.2. Los virus 
Un virus, del latín toxina o veneno, es una partícula microscópica de un tamaño de 
entre 10-300 nm que infecta células animales, vegetales o bacterianas. Fueron 
descubiertos en 1892 por el biólogo ruso Dimitri Ivanovki tras utilizar en sus experimentos 
unas partículas microscópicas que hoy se conocen como Virus del Mosaico del Tabaco 
(TMV). Este virus fue uno de los primeros en ser cristalizados. Gracias a la invención de la 
Microscopía Electrónica en 1931, el bioquímico y virólogo Wendell Stanley consigue en 
1935 examinar este virus y comprobar que estaba fundamentalmente compuesto por 
proteína [22]. La década de los 50 puede ser considerada como la edad dorada de los 
virus, ya que la mayoría de las 2000 especies reconocidas actualmente de virus animales, 
plantas y bacterias fueron descubiertas durante estos años. Actualmente se han descrito 
más de 5000 virus y algunos autores consideran la existencia de millones de tipos 
diferentes [23].  
Independientemente del tipo de célula a la que infectan, los virus están 
compuestos esencialmente por dos ingredientes: material genético y un ensamblado 
macromolecular de proteínas, llamado cápsida.  
La clasificación de los virus puede hacerse atendiendo a diversas características, 
tales como célula a la que infectan, tipo de ácido nucleico que empaqueta (ADN o ARN), el 
mecanismo de de replicación, características morfológicas, etc.  
Fijándonos en el tipo celular al que infecta podríamos distinguir entre virus que 
infectan eucariotas (con núcleo definido) o procariotas (sin núcleo definido, las bacterias). 
Basándonos en el modo de replicación y el ácido nucleíco que empaquetan se 
establece el sistema de clasificación de Baltimor [24] en los siguientes grupos: 
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 Grupo I: Virus dsDNA: virus cuyo material genético está compuesto por una 
  cadena doble de ADN (ej. Adenovirus, Herpesvirus, Poxvirus). 
 Grupo II: Virus ssDNA: virus cuyo material genético está compuesto por una 
  cadena sencilla de ADN (ej. Parvovirus). 
 Grupo III: Virus dsRNA: virus cuyo material genético está compuesto por  
  cadena doble de RNA (ej. Reovirus). 
 Grupo IV: Virus (+) ssRNA virus cuyo material genético está compuesto por 
  cadena sencilla de ARN sentido positivo (ej. Picornavirus, Togavirus). 
 Grupo V: Virus (-) ssRNA virus cuyo material genético está compuesto por 
  cadena sencilla de ARN sentido negativo (ej. Ortomixovirus, Rabdovirus). 
 Grupo VI: Virus ssRNA-RT cuyo material genético está compuesto por una 
  cadena simple de ARN intermedio (ej. Retrovirus). 
 Grupo VII: Virus dsDNA-RT cuyo material genético está compuesto por una 
  cadena doble de ADN intermedio (ej. Hepadnaviridae). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1: Diagrama de clasificación de virus. Clasificación de Baltimor. 
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El sistema de clasificación actual de los virus está basado en un ordenamiento por 
jerarquía de taxones. Esta clasificación fue desarrollada por el Comité Internacional de 
Taxonomía de Virus (ICTV). De esta forma los virus se clasifica siguiendo: orden, familia, 
subfamilia, género y especie. 
 
 
1.2.1. Estructura de los Virus 
En un virus de forma más genérica se pueden distinguir las siguientes partes. 
 Cápsida: autoensamblado macromolecular de proteínas y que en ocasiones 
puede estar rodeada a su vez por una cubierta lipídica. 
 Material genético: ADN o ARN que pueden ser de cadena simple o doble. 
 Espículas: fibras de proteínas que intervienen en el reconocimiento de la  
 membrana celular.  
 Proteinas en el interior de la cápsida que cumplen funciones no 
estructurales. 
 
 Los Bacteriófagos además presentan dos estructuras adicionales, el conector y la 
cola, siendo esta última necesaria para la translocación del material genético al interior de 
la célula.  
 Conector o collar: estructura proteica que une la cápsida con la cola. 
 Cola: estructura proteica a modo de canal por el cual el material genético  
  es introducido dentro de la célula huésped (bacteriófagos). 
 
 La figura 1.2 se muestra la estructura de un bacteriófago. 
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Figura 1.2: 3D cryo-EM del bacteriófago φ29. La imagen muestra la estructura externa del virus donde se 
diferencia, la cápsida, las fibras, el conector y la cola [25]. 
 
  Las cápsidas virales están destinadas a la protección del material genético (ADN o 
ARN) que bien puede ser de cadena simple o doble. En cuanto al tipo de biomoléculas 
que componen la cápsida, podemos decir que existen desde estructuras complejas 
formadas por lípidos y azúcares unidos a proteínas, hasta estructuras más simples 
compuestas únicamente de proteínas. Las proteínas están unidas entre sí por diferentes 
interacciones químicas (iónicas, covalentes, puentes de hidrógeno, etc.) y van a 
determinar tanto la estabilidad como la forma final que adopta la cápsida: poliédricas 
(esféricas o icosaédricas), y helicoidales, tal y como se ve en la figura 1.3. 
 
cápsida
fibras
cola
conector
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Figura 1.3: Virus. Ejemplo de las diferentes formas que pueden adoptar las cápsidas virales. En la parte 
superior de la figura se muestran imágenes de MicroscopiasElectrónicas de Transmisión (Transmision 
Electron Microscopy, TEM) y en la inferior sus correspondientes reconstrucciones realizadas mediante cryo-
EM. a) Virus T4 como cápsida icosaédrica [26]. b) Virus TYMV como cápsida esférica [27] y c) Virus del 
mosaico de tabaco (TMV) como cápsida helicoidal [28]. 
El tamaño y forma que alcanzan las cápsidas víricas es variable y será 
predeterminado durante el proceso de ensamblaje y si procede, durante la maduración 
posterior. El proceso de maduración de un virus se define como la evolución estructural y 
molecular desde el primer autoensamblado de proteínas (la precabeza o procápsida) 
hasta el empaquetamiento final del material genético para dar lugar a una partícula con 
capacidad de infección (el virión). Durante la maduración de la cápsida las interacciones 
químicas que unen las proteínas que la forman pueden modificarse y junto con los 
cambios conformacionales, pueden provocar cambios en su tamaño y forma. Existen virus 
que a lo largo de su maduración, aumentan el diámetro de la cápsida y pierden 
esfericidad acentuando su forma icosaédrica. Las cápsidas víricas maduras con una 
estructura icosaédricas son las que predominan en la naturaleza. ¿Por qué icosaédricas?. 
Una posible explicación a esta pregunta podría encontrarse en que los icosaedros 
presentan el volumen más parecido a una esfera, por lo que tienen máximo volumen y 
mínima superficie. En el caso de los virus, en los cuales toda su estructura ha sido 
optimizada durante la evolución, les permitirá encerrar el genoma exponiendo la mínima 
superficie frente a posibles agresiones fisicoquímicas. En algunos casos, los virus son 
a b c
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capaces de empaquetar cantidades de material genético de micras de longitud en 
cápsidas de sólo unas pocas decenas de nanómetros en diámetro. 
Un icosaedro es un poliedro de 20 caras, 12 vértices y 30 aristas; siendo regular si 
las veinte caras son triángulos equiláteros. En una cápsida icosaédrica se pueden definir 
tres ejes de simetría rotación: de orden 5, 3 y 2 como se muestra en la figura 1.4. Los ejes 
de simetría de orden 5 conectan con el centro de la cápsida con cada uno de los 12 
vértices del icosaedro; los ejes de simetría de orden 3 atraviesan los centros de cada cara 
del icosaedro y los ejes de simetría de orden 2 pasan por el centro de cada una de las 30 
aristas del icosaedro. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4: Orientaciones del icosaedro. Dibujo esquemático de los diferentes ejes de simetría rotacionales 
de un icosaedro. Orden 2 (S2), orden 3 (S3) y orden 5 (S5). 
 
Las cápsidas se forman por asocicación de subunidades o monómeros de proteína, 
por lo que una cápsida icosaédrica con 12 vértices pentagonales, en el caso más sencillo, 
sólo podrá estar formada por 60 de estas subunidades (en ocasiones denominadas 
protómeros). 
En 1956 Watson y Crick [29], teniendo en cuenta consideraciones teóricas, 
desarrollaron una teoría sobre la construcción de las cápsidas víricas. Básicamente se 
explicaba que para formar estas estructuras sólo se requieren unidades idénticas. Tras el 
descubrimiento de nuevos virus, se observó que para la formación de algunas estructuras 
S2
S3
S5
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se requerían más de 60 unidades. En 1962 Caspar y Klug [30] exponen la Teoría de 
Cuasiequivalencia que, básicamente muestra que en un icosaedro no todas las 
interacciones son idénticas, por lo que las subunidades no tienen por qué ser iguales. Es 
decir, se puede considerar que las subunidades idénticas formen hexámeros, situados en 
las caras y aristas del icosaedro, y pentámeros, situados en los vértices del mismo. Pero, 
¿cuántas proteínas componen una cápsida vírica y como se organizan? 
Esta teoría define una red de hexágonos a partir de la cual se crean sistemas con 
estructura icosaédrica (Figura 1.5 a y b). Usando esta red existe un número limitado de 
caminos para formar una estructura cerrada, ya que algunos de los hexámeros deben 
convertirse en pentámeros. 
Este principio de la cuasi equivalencia, combinado con el concepto de número de 
triangulación (T), nos proporciona una nomenclatura sistemática para describir la 
estructura así como las interacciones implicadas. El número de triangulación define el 
número de triángulos en el cual está subdividida la cara fundamental del icosaedro. 
Consideramos una red hexagonal definida por un sistema de vectores h y k, siendo 
estos los que definen los vectores de una celda unidad. La longitud de estos vectores 
viene determinada por el número de pasos que hay que dar para moverse desde un 
vértice a otro del icosaedro. Se puede demostrar geométricamente que: 
       T= k2 + h2 +kh                 (1.1) 
Donde h y k toman valores mayores o iguales a cero y T toma valores  T= 1, 3, 4, 7, 
9, 12….. 
T nos proporciona el número de capsómeros y, por tanto, el número de 
subunidades. Sea cual sea T siempre hay 12 pentámeros, mientras que el número de 
hexámeros dependerá del número de subdivisiones. Así: 
Número de pentámeros = 12 
Número de hexámeros = 10 (T-1) 
Número de subunidades totales = nº pentámeros X 5 + nº hexámeros X 6 = 60T 
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El número de triangulación no sólo nos describe la geometría del virus sino 
también el número de conformaciones distintas.  
El ejemplo más sencillo lo encontramos cuando los parámetros de red de proteínas 
son h=0 y k=1 ó h=1 y k =0. Esto implicaría que el número de triangulación es T=1 y que la 
cápsida está formada por 60 subunidades organizadas en 20 triángulos y 12 pentámeros, 
como es el caso del Virus Diminuto del Ratón (MVM) [31]. Si h=1 y k=1, entonces T=3 y la 
cápsida estaría formada por 180 subunidades proteicas, como el Bacteriófago T3 [32], 
como se indica en la figura 1.5c 
La figura 1.5d muestra como ejemplo una cápsida en la cual se pueden definir 
como parámetros de red h = 2 y k = 1. Esto implicaría que el número de triangulación es 
T= 7 y que el número de subunidades totales es 420. Estas subunidades, además, pueden 
estar colocadas de diferentes maneras: 
 140 trímeros (140 unidades morfológicas). 
 12 pentámeros y 60 hexámeros (72 unidades morfológicas). 
Este forma de organización proporciona una manera de incrementar los contactos 
entre subunidades, como se observó en el caso del Bacteriófago T7 [33]. 
No todas las cápsidas icosaédricas cumplen el principio de cuasiequivalencia. 
Muchos virus como herpes, adenovirus o fagos de ADN de cadena doble, sitúan sus 
proteínas en posiciones cuasiequivalentes. Desde un punto de vista estructural se habla 
del pseudo número de triangulación P en vez de T para indicar que las que las posiciones 
cuasiequivalentes no están ocupadas por la misma unidad estructural [34]. 
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Figura 1.5: Numero de Triangulación. a) Caras fundamentales de un icosaedro sobre malla hexagonal. b) 
Reconstrucción tridimensional de un icosaedro. c) y d) Ejemplos de las caras fundamentales de cápsidas con 
número de triangulación T=3 (h=0, k=1) y T=7 (h=2, k=1), respectivamente.  
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1.2.2. Ciclo viral 
Los virus se encuentran en el límite de lo que conocemos como organismos vivos, 
dado que fuera de la célula son inertes (carentes de metabolismo), pero tienen la 
capacidad para, una vez dentro de la célula, activar su metabolismo y utilizar la 
maquinaria de ésta para replicarse y producir sus proteínas virales. Son parásitos 
intracelulares obligados que, para poder reproducirse, necesitan de los mecanismos de 
replicación de una célula huésped. 
En el ciclo biológico de un virus se pueden distinguir tres etapas importantes: 
 Fijación y penetración: en la cual el virus se adhiere a la membrana de la 
célula huésped mediante un proceso de reconocimiento específico, en la mayoría de los 
casos a través de un receptor celular concreto. El objetivo final es introducir el material 
genético dentro de la célula. 
 Replicación: Una vez depositado el material genético dentro de la célula se 
utiliza la maquinaria de replicación del huesped para obtiener múltiples copias de los 
componentes virales: material genético y proteínas estructurales. Después estas 
componentes se autoensamblan y mediante un proceso de maduración dan lugar a 
nuevas partículas infecciosas, un virión.  
 Liberación: salida hacia el exterior celular por un mecanismo de gemación o 
bien mediante un proceso de lisis celular. De este modo, las nuevas partículas virales 
reanudan el ciclo en busca de nuevas células a las que infectar. 
La manera en la que estas etapas se desarrollan varía de un grupo a otro de virus. 
Por ejemplo, la etapa de fijación y penetración es diferente en virus eucariotas (infectan 
células con núcleo) que en virus procariotas (infectan células sin núcleo), como se 
describe de forma esquemática en la figura 1.6. En virus eucariotas la penetración del 
virus se produce vía endocitosis. Una vez dentro, comienza un proceso de desensamblaje 
de la cápsida para la liberación del material genético. Por el contrario, los virus 
procariotas, una vez que están adheridos a la membrana celular, crean una apertura o 
canal en la misma. Después, mediante un proceso de eyección y con la ayuda de proteínas 
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motoras, introducen todo el material genético dentro de la célula abandonando la cápsida 
vacía fuera de la misma. 
En el caso de los bacteriófagos, a lo largo de su ciclo viral, podemos distinguir 
diferentes tipos de partículas víricas: virión, partícula completa con capacidad infectiva; 
cápsida, cubierta proteica; y precabeza o procápsida, primer ensamblado de proteínas  
tras la replicación (figura1.6). 
 
Figura 1.6: Ciclo viral. Ciclos de infección de virus eucariotas (izquierda) y procariotas (derecha). Los virus 
eucariotas se introducen dentro de la célula huésped vía endocitosis para poder replicar su material 
genético. Por el contrario los virus procariotas inyectan el ADN desde el exterior a través de una brecha  
formada en la membrana celular. 
Eucariotas Procariotas
VIRIÓN
CÁPSIDA
PRECABEZA
VIRIÓN
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1.3. La Microscopía de proximidad 
Los microscopios de proximidad (en inglés Scanning Probe Microscopy; SPM), 
tienen su origen en el perfilómetro de contacto, inventado en 1929 por Gustav Smachlz 
[35]. Este instrumento reconocía, mediante una sonda afilada al final de una 
microcaplanca, los cambios de altura entre dos puntos de una superficie, -al igual que el 
bastón de una persona incapacitada de visibilidad detecta cambios de altura en una 
superficie-, y los registraba en un papel.  
 
Figura 1.7: Microscopio de proximidad. a) Visualización de la forma de operación de un microscopio de 
proximidad que barre una superficie a lo largo de líneas paralelas dando como resultado una imagen 
tridimensional de la topografía de la superficie como se observa en b). 
 
 
Unos años después, en 1972 R. Young [36] mejora el perfilómetro introduciendo el 
uso de cerámicas piezoeléctricas como soporte de las muestras y poder rastrear su 
superficie en las direcciones X, Y y Z. De esta forma, consiguió imágenes tridimensionales 
de la muestra con una resolución en la dirección perpendicular a la superficie de unos 
pocos nanómetros (3nm) (figura 1.7). 
En 1981, basándose en el funcionamiento de este tipo de dispositivo, Gerd Binning 
y Heinrich Rohrer, que en aquella época estaban trabajando para IBM (Zurich, Suiza), 
desarrollan el Microscopio de Efecto Túnel (en inglés Scanning Tunneling Microscope; 
TOPOGRAFIA
MUESTRA
a b
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STM); por el cual, junto a E. Ruska, obtuvieron en 1986 el Premio Nobel de Física. Esta 
técnica se basa en establecer una corriente túnel entre una punta y una muestra.  
Un sistema de realimentación varía la distancia entre la punta y la muestra para 
mantener constante la corriente túnel entre ambas, proporcionando la correspondiente 
imagen de topografía. Gracias a este dispositivo, se obtuvieron por primera vez imágenes 
de superficies con resolución atómica [37]. Dos años después y gracias a los 
conocimientos del Profesor Arturo. M Baró, se observó por primera vez utilizando STM, la 
topografía de una muestra biológica; el bacteriófago φ29 [38]. 
Dado que el STM exigía como condiciones de trabajo que la muestra y la punta 
fuesen de material conductor o semiconductor, hubo un gran interés por el desarrollo de 
otro microscopio de proximidad en el cual estas condiciones no fuesen requeridas. Así, en 
1986 aparece el primer Microscopio de Fuerzas Atómicas, (en inglés Atomic Force 
Microscope; AFM) [39]. Este microscopio presentaba además una ventaja adicional frente 
al STM, dado que permitía observar muestras en medio líquido, es decir, en estado 
fisiológico para las muestras biológicas. La manera de operar de este microscopio está 
basada en las fuerzas de interacción que existen entre la punta, situada en el extremo de 
una micropalanca, y la muestra. 
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1.3.1. Fundamentos de la microscopía de fuerzas atómicas  
Como se ha mencionado, el AFM basa su funcionamiento en las fuerzas de 
interacción existentes entre una punta y una  muestra a estudiar. Cuando la punta se 
acerca a la muestra experimenta fuerzas de interacción que producen la deflexión de la 
micropalanca (en inglés cantilever) en cuyo extremo está situada la punta. Esta deflexión 
o señal de fuerza, es utilizada como señal de realimentación. Se fija un valor de deflexión 
que se mantiene constante, para lo cual el sistema de realimentación varía la distancia 
entre la punta y la muestra, moviendo el piezo Z para mantener esta fuerza constante. 
Estos cambios en la distancia dan lugar a la construcción de una imagen de topografía de 
la superficie. Dado que la realimentación se realiza sobre la señal de deflexión, el AFM se 
puede utilizar en vacío, aire o medios líquidos. El tipo de fuerzas de interacción varía 
según el medio en el cual estemos trabajando y de la naturaleza de la punta y la muestra. 
Las fuerzas de interacción entre la punta y la muestra se pueden describir 
mediante un potencial intermolecular de tipo Lennard-Jones W(r). Este potencial está 
constituido por interaciones atractivas y repulsivas y depende de la distancia de 
separación r entre ambas (figura 1.8). Las fuerzas de largo alcance atractivas son: las 
fuerzas de van der Waals (vdW) (siempre presentes), fuerzas electrostáticas de Coulomb o 
fuerzas capilares. Las fuerzas de corto alcance repulsivas son: las fuerzas de interacción 
química y fuerzas de contacto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.8. Potencial de interacción punta-muestra. Interacciones repulsivas (línea azul) y atractivas (línea 
verde). Potencial de interacción intermolecular resultante W(r) como función de la distancia entre la punta y 
la muestra r (línea roja).  
r
W
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Interacción repulsiva
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Para detectar la deflexión producida en la micropalanca (en inglés, cantilever), ésta 
se focaliza con un haz de luz que proviene de una fuente láser. El haz incidente se refleja 
en la parte superior y extrema de la microplanca, e incide sobre un fotodetector. El 
fotodetector, o fotodiodo, está segmentado en cuatro sectores (A, B, C y D) como se 
muestra en la figura 1.9. El valor de la deflexión en las direcciones normal y lateral se se 
obtiene mediante las expresiones dadas en la figura 1.9. 
 
 
               (   ) (   ) 
               (   ) (   ) 
 
 
 
 
Figura 1.9: Fotodetector. Fotodiodo de cuatro sectores.  
 
Los valores de fuerza normal y lateral normalmente son registrados en unidades 
de voltaje (V). Para obtener convertirlos a unidades de fuerza, Newtons (N), necesitamos 
conocer la sensibilidad del fotodiodo y la constante elástica de la micropalanca: en nm/V y 
nN/nm, respectivamente. El valor de la sensibilidad viene dada por la relación que existe 
entre el voltaje detectado en el fotodiodo por cada nanómetro que se deflexiona la 
micropalanca. Para obtener este valor la micropalanca se deforma sobre una superficie 
dura.  
Si considaramos la micropalanca como un oscilador armónico lineal su 
deformación (d) puede ser descrita por la ley de Hook (ecuación 1.2). Calculando sus 
fluctuaciones térmicas en torno a su posición de equilibrio y aplicamos el Teorema de 
Equipartición (ecuación 1.3) podemos obtener el valor de su constante elástica (kL) [40].  
 
 
A B
DC
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                                                                (1.2) 
     
   
 
      
 
 
     
                                  (1.3) 
         
   
    
                                                            (1.4) 
Puesto que una micropalanca es un oscilador armónico esta viene descrita 
también por su frecuencia de resonancia a través de la expresión    √
  
    
= 2πf0  
Otra forma de obtener el valor de su constante elástica Kl a partir de su frecuencia 
de resonancia   y sus dimensiones es aplicando el método desarrollado por Sader [41]. 
                                      
     
    
  (  )                            (1.5) 
Donde L, b, ω0, y Q son: la longitud, el ancho, ω0 y Q son la frecuencia de 
resonancia y el factor de calidad del modo fundamenta, respectivamente. Y ρ y Γi
f  son la 
densidad del fluido y la parte imaginaria de la función hidrodinámica que depende del 
número de Reynolds. 
De esta forma, y haciendo uso del carácter elástico lineal de la micropalanca 
(F=k∙d), podemos convertir los voltios detectados en el fotodiodo en unidades de fuerza 
(N) aplicando la ecuación 1.6. 
  (  )   (
 
 
)            ( )               (
  
 
)       (1.6) 
Existe una amplia variedad de micropalancas que varían su longitud, tamaño, 
material, forma, constante de muelle, etc. De forma general podemos decir que la 
longitud de la micropalanca es del orden de decenas-centenas de micras. Están fabricadas 
de silicio o nitruro de silicio, recubiertas por un material reflectante (oro) y suelen ser 
rectangulares o triangulares. La punta situada en un extremo finaliza en unos pocos 
nanómetros de diámetro y pueden tener forma cónica o piramidal.  
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Durante el desarrollo de esta tesis hemos utilizado principalmente micropancas 
rectangulares (figura 1.10). 
 
Figura 1.10: Micropalancas. a) Imagen de microscopía electrónica de barrido (Scanning Electron Microscope, 
SEM) de un chip de cuatro micropalancas rectangulares. b) Imagen de SEM de la punta de una micropalanca 
ORC800-PSA de Olympus cuya constante de fuerza varía de 0.05-0.76 N/m. c) Imagen de SEM de la punta de 
una micropalanca BL-RC150VB de Olympus cuya constante de fuerza varía de 0.006-0.03 N/m.  
 
Para poder medir la muestra en las direcciones X, Y y Z, ésta se sitúa sobre un 
sistema piezoeléctrico tubular. Estos materiales se contraen o expanden cuando están 
sometidos a una diferencia de potencial. La realimentación en el eje Z se encarga de 
mantener la deflexión constante de la micropalanca. Los voltajes aplicados al 
piezoeléctrico en los ejes X e Y permiten el movimiento a lo largo del plano XY y 
seleccionar el área de escaneo de la muestra colocada sobre él. Este tipo de sistema de 
piezoeléctricos permite controlar la posición de la muestra con una precisión por debajo 
del nanómetro. 
a b
c
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Todos los sistemas mecánicos están conectados a un controlador (unidad 
electrónica) comunicado con un ordenador mediante un procesador de señales digitales, 
DSP (Digital Signal Processor). En esta tesis se ha utilizado un microscopio de Nanotec 
Electrónica S.L., controlado para su utilización a través del software WSxM [42]. La figura 
1.11 muestra un esquema de las componentes básicos de un AFM (figura 1.11a) y una 
imagen del AFM utilizado durante el desarrollo de esta tesis (figura 1.11b). 
 
Figura 1.11a: AFM. Esquema de los principales componentes de un AFM. Láser, micropalanca, fotodetector, 
tubo piezoeléctrico, unidad electrónica, procesador de señal digital (DSP) y ordenador (PC) que controla el 
sistema. 
+X
+Y
Z
X-Y
scanningZ feedback
-X
-Y
Fotodetector
PC
Controlador
DACADC
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Figura 1.11b: Imagen del sitema de AFM utilizado en esta tesis. Componentes básicas del sistema: AFM, 
unidad electrónica- PC para controlar el sistema. Láser, fotodetector, portamicropalancas (aire y líquido) y 
tubo piezoeléctrico. 
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1.3.2. El microscopio de fuerzas atómicas y sus aplicaciones a 
sistemas biológicos 
El microscopio de fuerzas atómicas (AFM) es una técnica versátil dada su fácil 
adaptación a la realización de experimentos. Aunque en sus principios fue diseñado para 
estudiar superficies aislantes y duras en condiciones de vacío o ambiente, las necesidades 
existentes y sus nuevas posibles aplicaciones, hicieron que esta técnica evolucionara para 
la realización de medidas en medio líquido, permitiendo el estudio de biomoléculas en 
condiciones fisiológicas que, generalmente, se trata de un medio acuoso con una pequeña 
concentración de sales. Así, el AFM en medio líquido puede ser considerado como una 
técnica complementaria porque aporta información distinta que las técnicas de volumen 
o “bulk”. 
Cuando se realizan experimentos con AFM sobre biomoléculas individuales o 
pequeños ensamblados de proteínas se deberían tener en cuenta algunas 
consideraciones. Los materiales biológicos presentan un bajo módulo de Young. La 
presión ejercida por la punta cuando entra en contacto con éstos, puede ser del mismo 
orden de magnitud que el módulo de Young. Por tanto sólo son capaces de soportar 
fuerzas bajas, del orden de unos cientos de (pN), que deben ser controladas. Las 
biomoléculas deben ser adsorbidas en una superficie, por lo que hay que tener en cuenta 
las posibles interacciones biomolécula-superficie que se producen entre ambas.  
Por el contrario podemos decir que el AFM puede proporcionar imágenes de 
topografía 3D de moléculas individuales con una resolución de unos pocos nanómetros 
que puede ser comparable a las imágenes de microscopía electrónica. Al aplicar bajas 
fuerzas, utilizando los modos de medida apropiados como pueden ser el “jumping mode 
plus“ [43] o los modos dinámicos [44], se impide que las muestras sean dañadas durante 
el muestreo y permite que puedan ser observadas en medio fisiológico. 
El AFM, como hemos mencionado anteriormente, permite obtener información 
acerca de propiedades físicas como pueden ser la constante elástica, la densidad de carga 
superficial, la constante dieléctrica, la estabilidad mecánica, etc. 
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Mediante espectroscopia de fuerzas, a partir de curvas Fuerza vs. Distancia (F vs. 
D), se pueden obtener las propiedades mecánicas y electrostáticas de estos sistemas [45], 
y a través de experimentos de estiramiento se realizan estudios de des plegamiento de 
proteínas [46, 47]. De forma más detallada se estudian la interacción entre la muestra 
biológica y diferentes sustratos y su evolución temporal, incluso la interacción con otra 
biomoléculas que pueden ser situadas en la punta. 
Diversos grupos han utilizado esta técnica para el estudio de las propiedades 
mecánicas de los virus encontrando que estas dependen de factores variados como 
pueden ser: la cantidad de genoma empaquetado en el bacteriófago Lambda [48], la 
interacción DNA-cápsida en el virus MVM [49], del estado de maduración en que se 
encuentra la cápsida viral en el fago HK97 [50] o del entorno iónico en el que se 
encuentran [51]. 
A lo largo de esta tesis nos hemos centrado en el estudio de las propiedades 
mecánicas y la estabilidad de las partículas víricas que aparecen durante el ciclo biológico 
de tres bacteriófagos. El AFM ha sido la herramienta principal en el desarrollo de este 
estudio. Se han utilizado diferentes modos de operación de AFM para obtener 
información de nuestro sistema objeto, así como modelos teóricos y simulaciones para 
describir e interpretar los resultados experimentales obtenidos, como se explicará con 
más detalle en los sucesivos capítulos. 
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1.3.3. Modos de operación 
El microscopio de fuerzas atómicas puede operar en diferentes modos, que 
dependen de las fuerzas de interacción que se establecen entre la punta y la muestra 
(figura 1.8). Si las interacciones que predominan son fuerzas repulsivas o de corto alcance 
se trabaja en un régimen de contacto, mientras que si las fuerzas que predominan son 
atractivas o de largo alcance se trabaja en régimen de no contacto [52].  
Los modos en los que opera el AFM se pueden clasificar en: Modos Estáticos, como 
el modo contacto (Contact Mode, CM); modos dinámicos (Dynamic Mode AFM, DAFM) 
como modulación en amplitud (Amplitude Modulation, AM-DAFM) y modulación en 
frecuencia (Frequency Modulation, FM-DAFM); y los modos cuasi-estáticos como son el 
modo de salto (Jumping Mode, JM) y peak-force.  
 
Modo Contacto: 
 
El CM es el primer modo de operación de medida que se desarrolló para este tipo 
de microscopía. En este modo, las interacciones entre la punta y la muestra son de 
carácter repulsivo, por lo que para obtener imágenes de la topografía de la superficie se 
utiliza como condición de realimentación que la deflexión de la micropalanca sobre la 
superficie sea constante. Este modo es altamente eficaz para la observación de materiales 
inorgánicos que posean gran dureza y estabilidad. Hay que tener presente que aunque la 
fuerza normal aplicada durante el barrido puede ser pequeña (del orden de pN), existe 
otra fuerza, la de torsión o lateral; cuyo valor puede alcanzar un orden de magnitud 
superior al de la fuerza normal [53]. Por eso el CM no ofrece grandes ventajas para la 
observación partículas individuales de material biológico y sólo se utiliza cuando estás se 
encuentra en forma de cristal. 
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Modos Dinámicos: 
 
Los modos dinámicos se caracterizan porque la micropalanca se mantiene 
oscilando cerca o en la frecuencia de resonancia fundamental ω0. La micropalanca es 
excitada por la acción de una señal externa periódica y con la misma frecuencia ω0. Este 
modo de operar minimiza las fuerzas laterales [52]. Los modos dinámicos vienen descritos 
por la amplitud de oscilación A, la frecuencia de oscilación ω y el desfase φ entre la señal 
de excitación y la respuesta de la micropalanca.  
El movimiento de oscilación de la micropalanca se puede describir de forma simple 
como un oscilador armónico no lineal amortiguado. Este sistema se puede describir por 
las siguientes ecuaciones: 
 
                    ̈    ̇           ̇
̈     (  )                 (1.7) 
donde q es la posición de la micropalanca, k la constante de fuerzas, m la masa del 
sistema, ω la frecuencia de la señal excitadora, ϒ el factor de amortiguamiento (damping), 
F0 la amplitud de excitación y Fts la fuerza de interacción entre la punta y la superficie. 
 Cuando Fts (q) =0, es decir no existen fuerzas de interacción, se puede describir el 
sistema como un oscilador armónico forzado y amortiguado. La solución a la ecuación 1.7 
viene dada entonces  por: 
 
   ( )          (   )      (    )       (1.8) 
 
                                         
 
 
                                                         (1.9)  
La solución tiene un término transitorio y uno estacionario. El término estacionario 
es una función sinusoidal armónica, cuya dependencia con la amplitud (F0), la frecuencia 
(ω) y el desfase ( ) con la señal de excitación se puede escribir como: 
                       ( )  
  
 
[  
     (
   
 
) ]
 
 
                                     (1.10) 
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         ( )  
   
 
  
    
                                      (1.11) 
Donde ω0 es la frecuencia natural de la micropalanca, Q es el factor de calidad y ω 
la frecuencia con la que se excita la micropalanca.  
El factor de calidad Q de un sistema oscilatorio viene definido por  
           
  
    
 
   
 
                                     (1.12) 
Se observa por las ecuaciones 1.5 y 1.12 que la frecuencia de resonancia ω0 y el 
factor de calidad Q, dependen del medio en el que estemos trabajando, aire, líquido o 
vacío. Por ejemplo, como se ve en la figura 1.12, una punta con un Q=15 en aire puede 
alcanzar un Q=1.6 en líquidos (BL-RC150VB de Olympus k = 0.03N/m, fr = 30kHz). Por el 
contrario una punta con Q = 450 en aire aumentará a un Q= 19000 en vacío (Nanosensors 
PPP-NCH k = 20-40N/m, fr = 204-497 KHz). 
 
Figura 1.12: Frecuencia de resonancia y factor de calidad Q: Curvas experimentales del espectro de la 
oscilación para a) una micropalanca de k = 0.03 N/m en aire (curva negra) y en medio líquido (curva azul) y 
b) para una micropalanca de k = 20-40 N/m en aire (curva negra) y condiciones de alto vacío (curva roja). Se 
observa que en medio líquido las micropalancas decrecen tanto su frecuencia de resonancia como su factor 
de calidad. Por el contario, al pasar de aire a condiciones de alto vacío se produce un aumento significativo 
en el factor de calidad, pero no un cambio en frecuencia. 
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En este modo de operación, DAFM, la realimentación actúa sobre cualquiera de las 
señales de repuesta de la micropalanca. Así, la realimentación se puede aplicar en la 
amplitud, en la frecuencia y en la fase. 
Dependiendo de las condiciones de barrido, de las características del medio y por 
tanto de las interacciones que se producen entre la punta y la muestra, los modos 
dinámicos pueden trabajar en condiciones de contacto intermitente (Tapping Mode- 
DAFM) o en condiciones de no contacto (Non contact DAFM). 
El modo dinámico FM-DAFM (Frequency Modulation) se mantiene constante la 
amplitud y se registra las variaciones en la frecuencia de oscilación debida a la interacción 
entre la punta y la muestra. Este tipo de modo ha sido convencionalmente utilizado en 
condiciones de Ultra Alto Vacio (Ultra High Vacuum, UHV) llegando a obtener resolución 
atómica de la superficie [54] y aportando información sobre la naturaleza química de la 
muestra [55], En los últimos años se ha implementado a condiciones ambiente y medio 
líquido [56-58]. 
En el modo de AM-DAFM (Amplitud Modulation) la micropalanca se mantiene 
oscilando en su frecuencia de resonancia fundamental con una amplitud de oscilación 
fijada en unos pocos nanómetros, La amplitud de la oscilación es sensible a las 
interacciones que se producen entre la punta y la muestra. En este modo, dependiendo 
de las condiciones de barrido y de las fuerzas de interacción (atractivas o repulsivas) 
existentes, es posible mantener condiciones de no-contacto; siendo lo más habitual que la 
punta realice un contacto intermitente con la muestra (Tapping Mode).  
En medio líquido la punta establece contacto intermitente con la superficie. 
Además, las fuerzas de interacción entre punta y muestra (Fts) producen que la curva de 
amplitud muestre una forma asimétrica en su reducción, de modo que la deflexión 
promedio de la micropalanca es distinta de cero [44, 59]. En la figura 1.13 se muestra la 
deflexión observada de una micropalanca en función del desplazamiento Z del piezo tras 
realizar una curvas Fuerza vs. Z desplazamiento (F vs. Z) (a) en aire y (b) en medio líquido.  
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Figura 1.13: Comparación entre líquidos y aire. a) Curva de la deflexión de la micropalanca observada en 
aire (línea negra) y deflexión (línea roja) para una micropalanca de k= 0.76N/m (RC800-PSA). b) Curva de la 
deflexión de la micropalanca observada en medio líquido (línea azul) y deflexión (línea roja) para una 
micropalanca de k = 0.03N/m (BL-RC150VB). La deflexión promedio en medio líquido es distinta de cero. 
 
 
Al final de cada ciclo de oscilación aparece una distorsión producida por el 
contacto intermitente, dando lugar a una fuerza pico      
    (ecuación 1.13) [44]. La 
distorsión está relacionada con el bajo factor de calidad Q que existe en medio líquido 
.Esta fuerza depende tanto de la constante elástica de la micropalanca k, la amplitud 
inicial A y de Aratio, que es la razón entre la de amplitud reducida usada como 
realimentación (85-90% de A), como del factor Q de calidad de las micropalanca. Para una 
misma micropalanca y usando las mismas de amplitud A y Aratio, las fuerzas picos son 
menores en aire que en líquidos. 
 
      
     
  
  
 
  
 
  
 
 (
 
 
)
 
 
 (             
 )
 
                 (1.13) 
Para una micropalanca con k=0.03 N/m, Q = 1.2 en medio líquido, A =5nm y Aratio 
=90% se obtien que el valor de esta fuerza la      
   ~230pN. 
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La micropalanca puede ser oscilada principalmente mediante excitación acústica, 
magnética o fototérmica [60]. A lo largo de esta tesis, hemos utilizado la excitación 
acústica y la excitación magnética.  
En el modo de excitación acústica, la micropalanca se oscila a su frecuencia de 
resonancia a través de la vibración de un piezoeléctrico laminar, dither piezo. Mientras 
que en aire el espectro de resonancia muestra un pico en la frecuencia natural de la 
micropalanca, en medio líquido aparecen picos adicionales debido a la oscilación del 
piezoeléctrico. Esto da lugar a un “bosque de picos” o forest peak que dificultan la 
elección de la frecuencia de resonancia natural de la micropalanca [59] por lo que se han 
realizado mejoras para minimizar este bosque de picos [61].  
En el modo de excitación magnética, una micropalanca recubierta de material 
magnético es excitada por la acción de un campo magnético alterno. Este tipo de 
excitación sólo se detecta el movimiento de la micropalanca, por lo que en el espectro de 
oscilación sólo aparece un único pico, que corresponde a la frecuencia natural de la 
misma. La magnetización de la micropalanca puede cambiar tanto su constante elástica 
como el radio de la punta, siendo esta último incrementado. 
 
Modo de Salto 
 
El modo de salto o Jumping Mode (JM) es el modo de operación de AFM más 
utilizado durante el desarrollo de esta tesis. 
El modo de salto [62] surge al mismo tiempo que el modo de Fuerza Pulsada [63]. 
En esta forma de operación se realiza una curva F vs. Z en cada uno de los puntos de la 
superficie, de manera que es posible medir y controlar la fuerza que ejerce la punta sobre 
la muestra. Pocos años después diferentes empresas han desarrollado modos de 
operación similares como por ejemplo, Peak-Force QNM. 
En cada una de las curvas F vs. Z realizadas podemos distinguir dos partes. La 
primera, corresponde a la aproximación de la muestra a la punta, durante la cual la 
realimentación es activada, y la segunda al retroceso o alejamiento de la muestra, en de la 
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cual la realimentación se desactiva. Para la aproximación se establece un determinado 
valor de fuerza normal o set point, por lo que el sistema cambiará la distancia entre la 
punta y la muestra hasta alcanzar lo. Una vez alcanzado, la realimentación se desactiva y 
se aleja de la muestra. En el punto más alejado, se desplaza lateralmente al punto 
contiguo de la imagen. De esta forma se minimiza la fuerza lateral. Por eso, de todos los 
modos operación del AFM, el JM puede considerarse a priori es el menos invasivo para el 
estudio en muestras blandas y biológicas. 
Cada curva realizada viene descrita por parámetros que pueden ser ajustados a las 
características de la muestra:  
La fuerza máxima aplicada por la punta o set point; la distancia máxima entre la 
punta y la muestra o jump off; el tiempo que la punta permanece a la máxima fuerza o 
control cycles; y el número de pasos necesarios para realizar cada curva o jump sample. El 
tiempo de adquisición de datos o de una imagen, está determinado principalmente por 
estos dos últimos parámetros.  
 
La figura 1.14a muestra un ejemplo de una curva F vs. Z experimental realizada en 
aire con una micropalanca de constante de fuerza K = 0.3 N/m. En el punto A, el piezo está 
retraído evitando que la punta toque la superficie de la muestra. A medida que el piezo 
comienza a estirarse (línea verde), la distancia entre la punta y la muestra disminuye. En el 
punto B debido a la presencias de las fuerzas de interacción atractivas, generalmente vdW 
y electrostáticas, la punta salta al contacto. Una vez en contacto mecánico el piezo 
continúa estirándose hasta alcanzar un valor máximo en el punto C. Este valor máximo 
viene determinado por el valor set point elegido. Seguidamente el piezoeléctrico 
comenzará a encogerse (línea roja) para aumentar la distancia entre ambas. En este 
proceso la micropalanca debe vencer la fuerza de adhesión que experimenta la punta. El 
origen de esta fuerza en aire es la formación de un menisco liquido entre ambas (figura 
1.14c), mientras que en líquido esta fuerza es consecuencia a la diferencia de 
hidrofobicidad y de carga electrostática entre ambas (figura 1.14d). La fuerza de adhesión 
en medio líquidos es generalmente mucho menor que en aire (figura1.14b). Por último el 
piezo detendrá su retroceso cuando alcance el punto A. 
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Aunque ya hemos sugerido que el modo de operación JM se propone como uno de 
los modos menos agresivo con muestras blandas, nosotros hemos observado cómo 
determinadas muestras han sido dañadas durante el barrido. En la mayoría de los casos el 
daño se producía debido a que el control de la fuerza (set point seleccionado) no era lo 
suficientemente preciso, porque la información del feedback provenía del punto anterior. 
Por ello, se ha decido implementar un nuevo parámetro de control, stop moving if limit is 
reached. Gracias a este nuevo parámetro de control, stop moving, la punta detiene su 
acercamiento a la muestra una vez alcanzado otro set point adicional (limit) que nos sirve 
como parámetro de seguridad para no sobrepasar la fuerza que se desea aplicar [43]. 
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Figura 1.14: Jumping Mode. a) Curva experimental F vs. Z realizada con una micropalanca de k = 0.3 N/m. 
Durante la curva de aproximación (línea verde) el piezoeléctrico se extiende progresivamente. La distancia 
entre la punta y la muestra empieza a reducirse hasta que la punta salta al contacto mecánico (B). La punta 
se deflexiona hasta un valor máximo de fuerza (C). Tras ello el piezoeléctrico se contrae (línea roja) hasta 
alcanzar su posición original (A). b) Curva experimental F vs. Z en medio líquido con una micropalanca de k = 
0.3 N/m. c) Dibujo de un menisco de agua formado entre una punta y la superficie. Parte de la fuerza 
adhesión que debe superar la punta es producida por el menisco de agua que se forma entre ambas. c) 
Dibujo de una punta sumergida en un medio liquido las fuerza de adhesión dependerá únicamente de las 
interacciones entre punta y muestra. 
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1.3.4. Caracterización de propiedades mecánicas mediante el AFM 
La gran mayoría de los trabajos relacionado con los virus han tratado de 
correlacionar su estructura y los cambios que esta sufre durante su ciclo biológico con la 
función que desempeña. En este tipo de estudios las técnicas más frecuentemente 
utilizadas son cryo-EM y Rayos X. Como ya se mencionó, estas técnicas están dentro de las 
denominadas técnicas de volumen y proporcionan información promediada sobre la 
estructura a partir de un elevado número de partículas.  
La caracterización de las partículas víricas con el AFM no sólo proporciona 
información sobre la estructura de las mismas, sino que, además, nos permite estudiar 
otras propiedades físicas como dureza, estabilidad mecánica, elasticidad o constante 
dieléctrica, a nivel de partícula individual, aportando de esta manera información 
complementaria en este tipo de estudios. 
Como hemos mencionado anteriormente mediante el uso del AFM se pueden 
obtener propiedades físicas de partículas biológicas a efectos de moléculas individuales. 
Durante los últimos años numerosos grupos han intentado estimar propiedades 
mecánicas, electrostáticas y químicas usando métodos dinámicos como son AM-AFM [64, 
65] FM-AFM [57], cuasi-estáticos como son peaks-force-QMC [66, 67] y Force-Volume [14] 
o estáticos mediante la realización de nanoindentaciones [68]. En general, en los métodos 
quasi-estáticos, que quizás son los más sencillos de interpretar, la manera de proceder 
consiste en la realización de nanoindentaciones individuales en cada uno de los puntos del 
área de escaneo. En ambos casos, nanoindentaciones y Force Volume, se realizan curvas F 
vs. D de manera controlada sobre el objeto a estudiar. En estos dos últimos dependiendo 
de tipo de información que se desea obtener se tiene en cuanta la curva de ida, como es 
el caso de los experimentos de indentación [68] o la curva de vuelta, como es el caso de 
los experimentos de estiramientos sobre proteínas para estudiar su estabilidad mecánica 
[47, 69]. 
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Figura 1.15: Curvas F vs. D realizadas sobre biomoléculas. a) Curva realizada sobre una partícula vírica de 
MVM La curva de aproximación (negra) permite obtener información sobre la fuerza de ruptura y la 
constante elástica. Curva de separación (roja). b) Curva de separación realizada sobre una molécula de 
proteína Tau. En la curva se muestra un evento de ruptura precedido de un comportamiento elástico 
característico de la extensión de un polímero flexible. (Curvas cedidas por el Doctor Javier Sotres) 
 
Mediante experimentos de indentación se realiza la caracterización mecánica de 
partículas víricas. La información mecánica obtenida mediante la realización de estos 
experimentos es: módulo de Young (E), constante de elasticidad (k), fragilidad mecánica, 
fuerza de ruptura, etc, como se observa en la figura 1.15a. La respuesta elástica de un 
objeto ante una fuerza aplicada puede ser lineal o no lineal. Dependiendo del 
comportamiento se pueden utilizar diferentes modelos que explican la respuesta 
mecánica ante la fuerza aplicada. Así, cuando la respuesta es no lineal, el comportamiento 
mecánico de la partícula objeto puede ser descrito por el modelo de contactos mecánicos 
elásticos de Hertz (ecuación 1.14), en el cual se describe cómo la fuerza es proporcional al 
cubo de la deformación realizada.  
Por el contrario, si la respuesta es lineal con la deformación, la respuesta elástica a 
deformaciones del orden del espesor de la pared de la cubierta proteica puede ser 
descrita por el modelo “Thin Shell” o modelo de cáscara delgada [70] (ecuación 1.15). Esta 
tipo de comportamiento ha sido el observado en partículas víricas.  
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 Modelo  Hertz:     √( 
     
 
) 3/2                                       (1.14) 
 Thin Shell Model                                                          (1.15) 
Donde  es la indentación, k constante elástica y E el Modulo de Young  
En general, cuando realizamos una curva F vs. Z sobre nuestra partícula objeto, 
estamos midiendo directamente la deflexión que sufre la micropalanca cuando la punta 
deforma la partícula. Este sistema la micropalanca-partícula puede ser considerado como 
dos muelles en serie (keff). Si conocemos cúal es la constante de muelle de nuestra 
micropalanca (kc) podremos obtener de nuestras curvas directamente la constante 
elástica de la muestra (kv) a partir de las expresiones contenidas en la figura 1.16. 
 
Figura 1.16: Constante Elástica. Representación esquemática de una nanoindentación realizada sobre una 
un bacteriófago φ29. Se considera un sistema formado por dos muelles en serie. 
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Otra manera de expresar las nanoindentaciones realizadas es en términos de 
Fuerza vs. Indentación (F vs. I). La obtención de este tipo de curvas a partir de la F vs. Z 
requiere una pequeña transformación. La pendiente de esta curva F vs. I es la constante 
elástica objeto a estudiar.  
             –                                       (1.16) 
Donde   es la indentación y d es la deflexión del cantiléver sobre el objeto a 
estudiar. 
En la figura1.17 se muestra un ejemplo de transformación de curva F vs. Z a F vs. I. 
De esta forma es posible observar la deformación del objeto cuando aplicamos 
una fuerza determinada y el tipo de comportamiento como sistema mecánico. Si el 
comportamiento es lineal, la pendiente de esta curva corresponde a la constante elástica 
de la partícula en estudio. 
 
Figura 1.17: F vs. I. a) Curva F vs Z realizada sobre una partícula vírica. b) Misma curva en términos de 
indentación sobre la partícula. 
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A lo largo de esta tesis, nos hemos centrado en el estudio y en la caracterizacion 
de las propiedades mecánicas de las diferentes partículas de virus procariotas como son 
los bacteriófagos, y en particular, en la respuesta elástica, fragilidad y estabilidad. Los 
sistemas modelos estudiados han sido los bacteriófagos ɸ29, T7 y . A partir de estas 
propiedades intentaremos obtener información acerca del posible stress residual que 
estas estructuras soportan, la presión interna creada dentro del cápsida por la presencia 
del material genético en el interior o la estabilidad de sus estructuras. 
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1.4. Motivación 
Los virus pueden ser considerados como los organismos más abundantes en la 
naturaleza. Se ha estimado que en la naturaleza existen alrededor de 1031 partículas 
virales [72], superando el número de bacterias en un orden de magnitud.  
Los virus, durante su ciclo, están expuestos a diversos ataques  físico-químicos. 
Para adaptarse a estas condiciones, han evolucionado modificando su estructura para 
alcanzar una mayor estabilidad. Estas modificaciones conllevan desde cambios 
conformacionales en las proteínas que componen la cápsida, como pueden ser giros y 
cambios de orientación, hasta  variaciones en la forma y el tamaño. Estas 
reestructuraciones, que dependen de la ruta de maduración desarrollada por el virus, se 
manifiestan tanto en las propiedades físicas como en las químicas. Por tanto, los 
mecanismos desarrollados por estas nanomáquinas para adaptarse ante condiciones 
fisicoquímicas extremas y completar su ciclo viral, son complejos, a la vez que fascinantes. 
Trabajos previos realizados en el virus MVM muestran la existencia de correlación 
entre las propiedades mecánicas de su estructura y la eficiencia infectiva de los virones. 
La cubierta proteica es más flexible en la simetría que contiene los poros. Estos poros son 
los orificios por los cuales el DNA es liberado cuando se encuentra dentro de la célula. 
Además, la interacción del material genético con la cápsida producía un reforzamiento en 
zonas específicas de la mima. 
Los bacteriófagos, al contrario que los virus eucariotas, no infectan desde el 
interior de la célula huésped, sino que lo hacen desde el medio extracelular. La eyección 
del genoma a través de la membrana bacteriana se realiza, en primer lugar, gracias a la 
energía almacenada por el ADN empaquetado, y en segundo lugar, por la ayuda de las 
proteínas que se encuentran en el interior de la bacteria. Las cápsidas de los 
bacteriófagos son muy resistentes a cambios fisicoquímicos: pH, temperatura, fuerza 
iónica, etc.. Estas cualidades junto con la bio-compatibilidad, fácil producción y rápida 
degradación, hacen que estas estructuras sean propuestas como nanocontendores para 
la liberación de medicamentos o como posibles vacunas. 
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Los bacteriófagos que propusimos como estudio son φ29, T7 y λ puesto que 
maduran usando diferentes rutas. Conocer los cambios que se producen en la estructura 
de la cápsida para alcanzar la estabilidad aporta información crucial. Por un lado porque 
ayuda a entender la relación que existe entre las propiedades mecánicas y las funciones 
que realiza en su ciclo biológico, y por otro para conocer la capacidad de estos 
ensamblados proteicos para posibles aplicaciones en nanotecnología y biomedicina.  
La estructura y los mecanismos de replicación de los bacteriófagos φ29 y T7 han 
sido profundamente estudiados por el grupo del Profesor José López Carrascosa (Centro 
Nacional de Biotecnología/CSIC, Madrid) en este mismo Campus. El bacteriófago λ se 
considera uno de los fagos más estudiados. El grupo de Profesor Carlos Enrique Catalano 
(University of Washington, USA) ha dedicado gran parte de su investigación al estudio del 
proceso de maduración de este virus. Puesto que las estructuras de estos tres fagos están 
muy bien descritas, podemos investigar la relación entre la estructura, la función y las 
propiedades mecánicas. 
El microscopio de fuerzas atómica (AFM) se considera como una herramienta 
complementaria a las técnicas de volumen, ya que no puede competir en resolución con 
la criomicroscopía electrónica (cryo-EM), del orden de unos pocos Angstroms. En cambio 
el AFM proporciona información acerca de propiedades físicas como dureza, fragilidad, 
estabilidad, constante dieléctrica, carga superficial, etc, que no pueden ser observadas y 
medidas con las técnicas como TEM, cryo-EM, rayos X, calorimetría, etc. Además la 
ventaja que presenta el AFM, es que se puede obtener información a nivel de partícula 
individual. Trabajar con estos fagos nos permitirá comparar los diferentes mecanismos de 
estabilización de la cápsida utilizados por los virus y evaluar la eficiencia de los mismos. 
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2. BACTERIOFAGO φ29: PRE-STRESS Y PRESIÓN INTERNA 
2.1. Introducción 
Como vimos en la introducción (capítulo 1), el mecanismo utilizado por los virus 
para llevar a cabo su proceso de infección depende del tipo de célula que infectan [1]. 
Mientras que los virus eucariotas lo hacen por vía endosoma (endocitosis), los virus 
procariotas, como son los bacteriófagos, lo hacen desde el exterior de la célula. 
Los mecanismos utilizados por los bacteriófagos para introducir el material 
genético dentro de la célula a infectar no han sido todavía completamente entendidos por 
lo que originan un gran interés dentro de la comunidad científica. Se sabe que, tras haber 
reconocido la membrana de la bacteria a infectar el virus se ancla a la misma [2]. Después 
transloca el material genético a través de la cola que actúa a modo de canal. Con la ayuda 
de proteínas que se encuentran en el citoplasma bacteriano introduce por completo el 
material genético para poder ser procesado [3]. Sobre este proceso se han planteado 
diversas hipótesis pero sigue siendo aún un interrogante. Experimentos y modelos 
teóricos [4] sostienen la hipótesis de que en algunos bacteriófagos durante la primera fase 
de este proceso se inyecta el genoma sin coste energético. El ADN es impulsado por la 
energía elástica almacenada en el interior de la cápsida viral durante el empaquetamiento 
del mismo. Además se estima que la fuerza necesaria para realizar este empaquetamiento 
oscila entre 50-100pN [5-7]. 
El ADN es confinado a densidad casi cristalina [8], en una estructura altamente 
optimizada, originando una presión que tiene dos posibles orígenes. El primero es que el 
material genético debe ser almacenado en una cápsida cuyo diámetro es inferior a la 
longitud de persistencia del ADN (50nm) [9]. El segundo origen es el hecho de que las 
cadenas de ADN deban reducir su distancia a unos pocos angstroms (Å), venciendo la 
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repulsión electrostática producida entre ambas debida a la presencia de iones fosfato 
[10]. 
Las cápsidas virales del fago φ29 son estructuras proteicas capaces de soportar 
condiciones fisiológicas adversas como cambios de pH, temperatura y deshidratación [11], 
además son estructuras altamente resistentes a la presión ejercida por el material 
genético almacenado en su interior. 
2.1.1. El bacteriófago φ29 
A lo largo de este capítulo, nos hemos centrado en el estudio detallado de las 
propiedades mecánicas del bacteriófago 29. Este bacteriófago pertenece a la familia de 
los Podoviridae e infecta a la bacteria Bacilus Subtilis. Aunque por su tamaño es 
considerado como un virus pequeño, por su gran complejidad estructural, en 
comparación con otros bacteriófagos, se ha considerado dentro de la comunidad 
científica como un virus modelo. En la Universidad Autónoma de Madrid por ejemplo, 
desde finales de los años sesenta el grupo de la Profesora Margarita Salas ha estudiado 
profundamente los mecanismos de replicación de este virus y el grupo del Profesor José 
Lopez Carrascosa en la actualidad continua con múltiples estudios relacionados con 
complejos estructurales del mismo.  
El bacteriófago ɸ29 es un virus formado por 6 
polipéptidos diferentes, siendo la proteína mayoritaria la 
gp8 [12]. Unas 235 subunidades de esta proteína 
organizadas en 11 pentámeros (naranja en la figura 2.1) y 
30 hexámeros (verde en la figura 2.1) [13] se ensamblan 
en una primera estructura icosaédrica prolada cuyo 
número de triangulación es T=3, Q=5 , dimensiones 54 × 
42 nm y denominada cabeza o cápsida [14] [15]. En uno 
de los extremos, el pentámero central es reemplazado 
por el complejo del conector [16]. Durante el proceso de 
maduración de la estructura se produce la liberación de la 
proteína de andamiaje, (en inglés scaffolding 
Figura 2.1: Bacteriófago Ф29 [13]  
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proteins)acompañado del proceso de empaquetamiento de aproximadamente 6 μm 
(micras) en longitud de ADN de cadena doble [17]. Después, el conector interactúa con 
una estructura tubular, denominada cola y formada por las proteínas gp11, gp12 y gp9. 
Existe además un componente adicional, las fibras situadas en la cabeza formadas por la 
proteína gp8.5, que son necesarias para poder llevar a cabo el proceso de infección [18]. 
Mediante el uso del AFM como herramienta principal, se ha pretendido relacionar 
las propiedades mecánicas de la estructura de cada una de las partículas víricas que 
aparecen durante el ciclo viral (figura 2.2a) con la función que desempeñan en cada una 
de las fases de este ciclo. Para ello, se ha caracterizado mecánicamente tres partículas 
diferentes (figura 2.2 b-d) de este bacteriófago: precabeza, virión y cápsida (virus sin 
material genético). De esta forma se han explorado los cambios en respuesta mecánica 
que se producen. Primero por la reorganización de proteínas durante la maduración del 
fago, y segundo por la presencia del material genético altamente empaquetado en el 
interior de la cápsida vírica. 
 
Figura 2.2: Ciclo viral del bacteriófago φ29. a) Esquema del ciclo biológico del bacteriófago ɸ29. Imágenes 
de reconstrucción cryo-EM de bacteriófago 29 [19]. b) precabeza, c) virión y d) cápsida. Como se puede 
observar las dimensiones de la estructura de la precabeza y la cápsida del virión son similares, lo que indica 
que no tiene lugar un aumento de volumen durante el proceso de maduración. 
cc
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2.2. Estudio de la respuesta mecánica de las precabezas del 
bacteriófago ɸ29 
Las precabezas, por ser la primera estructura de proteínas ensambladas, son las 
partículas más sencillas de este virus. El bacteriófago φ29 utiliza una línea de maduración 
que se caracteriza por una reorganización estructural, sin aumento de volumen, que 
conlleva a la inserción de nuevos dominios entre proteínas. Es decir, si comparamos la 
estructura de la precabeza con la cabeza del virión, podemos observar que no existen 
cambios significativos en volumen, pero sí en la disposición de las proteínas en la 
estructura. Además las precabezas no muestran cola, apéndices, ni fibras. 
La Doctora Carolina Carrasco investigó si la distribución de las proteínas en la 
precabeza, para darle la forma de esfero-cilindro, se reflejaba las propiedades mecánicas 
en la estructura. Es decir, comprobar si la precabeza presenta anisotropía en la respuesta 
elástica dependiendo de la geometría de adsorción. Para poder medir la elasticidad de las 
precabezas de 29, se realizaron experimentos de nanoindentaciones sobre partículas 
intactas y lo suficientemente fijadas a la superficie en condiciones de fisiológicas como se 
describió en el experimento realizado por Ivanovska et al. [20]. Sobre las partículas 
estables depositadas en grafito (High Orientated Pirilotic Graphite; HOPG) (Apéndice I) se 
realizaron ciclos de 5 curvas F vs. Z en la parte superior de cada una de ellas. Antes y 
después de cada ciclo, fueron caracterizadas topográficamente para comprobar la 
integridad de las mismas. Puesto que la precabeza presenta forma de icosaédrica prolado, 
posee dos geometrías de adsorción en la superficie. Una cuando la mayor parte del 
cilindro interactúa con la superficie (tendida) y otra cuando lo es la parte más esférica 
(vertical). Además en ambas geometrías muestran características topográficas diferentes. 
Así aquellas que están tendidas muestran una geometría hexagonal alargada, mientras 
que en las que están verticales se puede distinguir el pentámero situado en el 
correspondiente eje pentamérico. 
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Figura 2.3: Precabeza del bacteriófago ɸ29. a) y b) Imagen de cryo-EM de precabeza obtenida a partir de 
los datos de EM en posición tendida y vertical, [19] [21] respectivamente. c) y d) Imágenes de cryo-EM 
superpuesta con la Imagen del volumen dilatado de una precabeza en posición tendida y vertical, obtenido a 
partir de los datos de EM [19][22]. e) Imagen de AFM de la precabeza adsorbida en la superficie de HOPG en 
posición tendida. f) Imagen de AFM de una precabezas adsorbidas en posición vertical sobre una superficie 
de HOPG.  
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En la figura 2.3 se puede ver una comparación entre las imágenes de 
reconstrucciones de cryo-EM y las imágenes topográficas de AFM en las dos orientaciones 
posibles de adsorción. A partir de la reconstrucción de cryo-EM se han obtenido las 
imágenes correspondientes al volumen dilatado de las mismas. Para ellos se ha aplicado 
un algoritmo a la imagen original de cryo-EM. Este algoritmo considera una punta 
parabólica con radio de curvatura de aproximadamente 10 nm escaneando la de cryo-EM. 
Se obtiene un volumen dilatado, debido a convolución entre la punta y la muestra, que 
sirvió para justificar las características de la estructura de la precabeza que se observan en 
las imágenes que se han obtenido mediante el AFM [22, 23].  
En análisis de altura de las partículas adsorbidas en el sustrato, muestra la 
presencia de dos picos uno de 42 nm y el otro de 55 nm, como se observa en el 
histograma de la figura 2.4 a-b, y que corresponden a las altura de las partículas en 
posición tendida y vertical respectivamente. 
Los valores de las constantes elásticas obtenidas de las curvas F vs. Z (figura 2.4c), 
realizadas durante los experimentos de nanoindentación para cada una de la geometría 
de adsorción [24], están contemplados también en forma de histograma en la figura 2.4d. 
El valor más probable obtenido a partir de un ajuste gaussiano es: 0.075 ± 0.02N/m y 0.19 
± 0.03N/m para las partículas verticales y tendidas, respectivamente. Este resultado 
indica que la partícula es 2.6 veces más rígida por la parte cilíndrica que por la parte 
esférica. Como se verá más adelante, este resultado no se puede explicar aplicando la 
teoría de la elasticidad de medios continuos que predice un aumento de la rigidez con el 
inverso del radio de curvatura de una estructura. 
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Figura 2.4: Respuesta mecánica de las precabezas. a) Imagen de AFM de una muestra de precabezas 
depositadas en HOPG en la que se observa las dos posibles orientaciones de adsorción de las mismas. b) 
Histograma de alturas en el que se observa dos picos que corresponden a partículas depositadas en posición 
vertical y tendida. c) Curvas extraídas de un experimento de nanoindentacion. La curva punteada se realizó 
sobre sustrato, la curva gris-claro sobre la precabeza en posición vertical y la curva negra sobre la precabeza 
en posición tendida. d) Histograma de los valores de constante elástica obtenidos durante el experimento.  
 
Adicionalmente se ha observado que el valor de la constante elástica de las 
partículas que se encuentran en posición vertical es independiente de la geometría de 
adsorción en relación a la posición del conector. Las precabezas de φ29 sitúan el complejo 
del conector, con forma de anillo, en la posición uno de los pentámeros centrales. La 
presencia del conector no influye en la respuesta elástica y por tanto esta respuesta 
elástica está dominada por la propia organización de las proteínas en la estructura. 
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2.2.1. Análisis mediante simulación de elementos finitos  
Una de las herramientas más utilizada en los últimos años para predecir, 
corroborar e interpretar las respuestas elásticas de este tipo de nanoestructuras son las 
simulaciones basadas en el método de elementos finitos (en inglés Finite Element 
Method; FEM).  
Estudios anteriores han demostrado que la presencia de defectos en cápsidas 
víricas puede cambiar el valor de la constante elástica [25]. Para una correcta 
interpretación de los resultados experimentales se realizaron dos clases de simulaciones. 
Estas simulaciones se enfocaron, por un lado en el estudio de cambios en la respuesta 
mecánica de la precabeza de φ 29 por la presencia del conector, y por otro, la influencia 
de la geometría de la estructura. Estas simulaciones fueron realizadas por el Doctor Iwaan 
Shaap y el Profesor Arvind Raman [26]. La primera de ella consiste en una representación 
de elementos finitos de la precabeza de 29 usando COMSOL Multiphysics (COMSOL 
Multiphysics3.5 solver package, Comsol, Stockholm, Sweden). La precabeza φ29 es 
modelada como un esfero-cilindro. La parte cilíndrica de 20 nm de radio de la precabeza 
se modeló como dos esferas de radio 21 nm desplazadas, produciendo un cuerpo de 54 
nm de longitud y con forma esfero-cilindro (figura 2.5). Se consideró un espesor de pared 
de 1.6 nm y un módulo de Young de valor 1.6 GPa [20]. 
Esta simulación está dentro de la modelo de cáscara elástica delgada, (en inglés 
Thin Shell) en la cual se considera que la pared no se comprime cuando se realiza una 
indentación. Se simularon indentaciones realizadas con una esfera de unos 20 nm de 
diámetro aproximadamente. Para observar la influencia del conector en la respuesta 
elástica se realizaron simulaciones en dos tipos de estructuras: con y sin conector. La 
ausencia del conector es imitado como la pérdida del pentámero en el cual se encuentra 
situado, es decir, como un defecto. Estructuras huecas con ausencia de un pentámero se 
representan en la figura 2.5a. Se sugirieron cinco estados de estructura que mostraban las 
diferentes orientaciones de adsorción. Los valores de constante elástica se obtuvieron a 
partir la pendiente de curvas Fuerza vs. Indentación (F vs. I) realizadas para un rango de 
valores de fuerza de 0 a 0.3 nN. Las simulaciones mostraron que las partículas presentan 
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una constante elástica mayor cuando están adsorbidas de forma vertical, 
independientemente de la presencia o ausencia de conector. 
 
Figura 2.5: Simulaciones de FEM para un cuerpo que representa una precabeza del bacteriófago φ29. a) 
Simulación realizada en precabezas en las dos posibles orientaciones de adsorción, con ausencia y sin 
conector. Las dimensiones de la precabeza para estas simulaciones fueron obtenidas a partir de su 
estructura real de cryo-EM [17]. b) Comparativa entre una curva F vs. I simulada sobre la precabeza, en 
posición vertical y tendida, teniendo en cuenta la geometría icosaédrica de la estructura. 
La segunda simulación que se realizó fue usando el programa ANSYS (ANSYS, 
Canonsburg, PA) (Figura 2.5b). El modelo consiste en tres cuerpos geométricos que imitan 
las dimensiones y forma real de la precabeza del bacteriófago medidas mediante cryo-EM 
[14]. La estructura de la precabeza es modelada como un icosaedro hueco con una banda 
extra en la zona ecuatorial que produce el efecto de cilíndrico. La punta es modelada con 
una esfera rígida de 20 nm de diámetro. La superficie en la cual esta adsorbida la 
precabeza es plana y rígida. Se consideró un módulo de Young 1.8 GPa [27]. La partícula 
fue deformada 20 nm durante la simulación.  
Los resultados obtenidos a partir de esta simulación de FEM muestran de nuevo 
que las partículas verticales son más rígidas que las tendidas. 
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Las predicciones de respuesta elástica obtenidas a partir de las simulaciones de 
FEM realizadas están en desacuerdo con los resultados experimentales.  
Supongamos que la estructura de la precabeza se puede representar de forma 
simplificada como un cilindro cerrado por dos semiesferas. La teoría de la elasticidad de 
medios continuos predice que un cilindro es más fácil que deformar que una esfera. Por 
tanto, las partículas en la posición vertical deben mostrar mayor constante elástica que las 
partículas que están tendidas sobre la superficie. La razón toma su origen en que una 
estructura cilíndrica puede estar doblada fácilmente puesto que el stress es menor que el 
que presenta la parte esférica [28], como se muestra a continuación. 
Si tenemos en cuenta que la energía para una esfera viene dada por: 
                          (2.1) 
         (
 
 
)
 
       (2.2) 
                                  
 (
 
 
)
 
            (2.3) 
Donde      es energía de stretching,      es la energía de bending, h es el grosor 
de la estructura, R el radio, ƺ es la deformación de la estructura (figura2.6). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.6: Bending and stretching. a) dirección de la energía de bending. b) dirección de la Energía de 
bending. La energía de bending (fuera del plano) es la requerida para deformar o flexionar un cierto ángulo 
una estructura, mientras que la energía de streching (dentro del plano) es la requerida para estirar una 
estructura 
a b
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Una minimización de la energía para la parte esférica implicaría que la 
deformación es proporcional a la fuerza con una constante elástica de: 
 
                      
     
    
 
                  (2.4) 
 
 Si realizamos el mismo análisis para la parte cilíndrica se obtiene que la constante 
elástica es: 
                                                          
     
      
    
                  (2.5) 
 
Si comparamos los ratios de constante elástica obtenidas, considerando que 
h=1.6nm y R=21nm, se obtiene: 
 
                                             
    
   
    
     √
 
 
 ~ 3.6                (2.6) 
 
La teoría de la elasticidad de medios continuos predice que la parte cilíndrica de 
la precabeza sea 3.6 veces más blanda que la parte esférica.  
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2.2.2. Fórmula de Laplace y simulación de grano grueso: pre-stress 
Para poder entender el desacuerdo que existe entre la predicción teórica y el 
experimento, se tuvo en cuenta una aproximación adicional. El hecho de que cuando una 
punta de AFM deforma un cuerpo, la deformación viene controlada por la tensión 
superficial del mismo. Esta tensión superficial en una de las direcciones se puede a 
aproximar a la constante elástica.  
Existen dos posibles orígenes atribuidos a esta tensión superficial, la existencia de 
presión interna dentro de la cápsida o a la existencia de pre-stress en la estructura.  
Es conocido que los bacteriófagos almacenan grandes cantidades de material 
genético provocando presiones de 30 a 60 atmósferas aproximada mente [6, 29, 30]. La 
ley de Laplace predice que para un cuerpo cilíndrico hueco cerrado por dos semiesferas 
las tensiones de membrana en la dirección axial es diferente que en la dirección angular 
cuando está sometido a una presión P (figura 2.7). 
 
 
 
 
Figura 2.7: Esfero cilindro presurizado. Esquema de las direcciones del stress inducido en la superficie de un 
esfero-cilindro por presión interna.    es el stress en dirección axial y    es el stress en dirección angular. 
  
esfera cilindro
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 En las semiesferas y a lo largo del cilindro en la dirección axial, la tensión de 
membrana bien dada por: 
                                                                        
   
 
                        (2.7) 
 Mientras que en la dirección angular bien dada por: 
                                                                                               (2.8)  
 Donde h es el grosor de la pared, σx y σθ son los stress en la dirección axial y 
angular respectivamente, y P es la presión dentro de la cápsida en coordenadas 
cilíndricas. 
El promedio de la tensión de membrana será la media de las tensiones soportadas 
en ambas direcciones. En la parte cilíndrica viene dada por la expresión:  
                                                                 
     
 
 
   
 
                              (2.9)       
Para el caso de la parte esférica la tensión promedio viene dada por:  
                                                                 
     
 
                                   (2.10) 
Esto nos sugiere (ecuaciones 2.9 y 2.10) que la tensión en la parte cilíndrica puede 
ser 1.5 veces mayor que en la parte esférica lo cual es compatible con los resultados 
experimentales obtenidos. Sin embargo las precabezas no contienen material genético 
por lo que la diferencia de presión debe ser considerada cero.  
Otro de los mecanismos que producen el mismo efecto que la presión es el stress 
residual en las estructura. En este caso podríamos atribuir como origen de la tensión al 
stress residual que se almacena en la estructura durante su proceso de auto-ensamblado. 
Recordemos que para que las precabezas de φ29 se auto ensamblen es necesaria la 
presencia de las proteínas denominadas scaffolding que, una vez el ADN comienza a 
empaquetarse, son eliminadas. Las subunidades proteicas (capsómeros) de la cápsida 
vírica están expuestas a diferentes valores de interacciones intercapsoméricas que 
dependen de la posición ocupada en la estructura. Esto produce una distribución de stress 
lateral en la estructura y ha sido observado en algunos virus icosaédricos [31] y 
estructuras como furelenos y nanotubos de carbono [32]. Este stress aumenta para 
compensar el momento de fuerza requerido para curvar una red hexagonal en una forma 
Bacteriófago φ29: pre-stress y presión interna 2 
 
84 
 
cilíndrica o esférica. La magnitud de stress residual depende del radio de la cápsida y de la 
curvatura espontánea, que depende a su vez, de las interacciones que se producen entre 
las proteínas que forman la cápsida. 
Para entender con más detalle esta hipótesis del stress residual se decidió realizar 
simulaciones basadas en el modelo de grano grueso, (en inglés Coarse-Grained Model; 
CGM) y obtener así más información sobre la distribución de stress que soporta la 
estructura de precabeza del φ29 (figura 2.8). Estas simulaciones fueron realizadas por el 
grupo del Profesor David Reguera [33]. Se considera un modelo sencillo de interacción 
capsómero-capsómero utilizado previamente para describir estructuras icosaédricas y 
proladas [34, 35]. Para la simulación se utilizaron un total de 42 capsómeros (30 
hexámeros y 12 pentámeros) distribuidos en una estructura en forma de esfero-cilindro 
de longitud L y dos semiesferas de radio R. La interacción capsómero-capsómero se 
aproximó por un potencial tipo Lennard-Jones (ecuación 2.11) que depende de la 
distancias entre capsómeros [33]. De esta forma la interacción entre hexámero-
pentámero se puede considerar diferente a la que existe entre hexámero-hexámero y 
pentámero-pentámero.  
 
Figura 2.8: Distribución local del stress en una precabeza de φ29. La figura muestra una visión desde la 
posición vertical e tendida de la misma. La precabeza es modelada dentro de la aproximación de Grano 
Grueso. Los pentámeros y hexámeros son representados con esferas de diferentes tamaños, siendo los 
pentámeros 0.8 más pequeños que los hexámeros. La escala de colores lateral ha sido normalizada al valor 
más pequeño obtenido. 
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Se buscó la configuración óptima y se analizó la distribución de stress local y de 
stress lateral siguiendo el procedimiento utilizado en otros estudios [31]. Las simulaciones 
sugirieron que el stress depende del valor de la constante elástica, de la curvatura 
espontánea que adopta las estructuras, que depende de la fuerza de interacción entre 
capsómeros. Se encontró que el stress local al que está sometido un hexámero situado en 
la zona ecuatorial del esfero-cilindro es 2.6 veces el que siente un pentámero de la zona 
esférica.  
La distribución promedio de stress lateral mostraba que el ratio entre el stress en 
la zona cilíndrica y la esférica es aproximadamente 1.5, como se observa en la figura 2.8. 
Este resultado corroboró la tendencia encontrada en los experimentos de AFM.  
 
 
2.2.3. Experimento con gluteraldehido 
Para comprobar que la simulación de CGM explicaba de una forma correcta la 
tendencia observada, se realizó un experimento de control. El objetivo de este 
experimento fue comprobar que para una cápsida con forma de esfero-cilindro la parte 
esférica es más dura que la cilíndrica cuando no está sometida al stress residual, 
almacenado en el interior de la estructura, y cuyo origen está en el proceso de formación 
de la misma. Así se decidió obtener la constante elástica de partículas tendidas y 
verticales sobre la superficie en presencia de gluteraldehido (GAD). El GAD es conocido 
por su utilidad en el estudio de células y tejidos pues facilita la manipulación en 
experimentos que requieren del uso de un microscopio [36]. Es un agente químico que se 
intercala entres las subunidades proteicas formando entre ellas enlaces covalentes, (en 
inglés Cross-linking). Esto produce un aumento de dureza de las estructuras, permite 
borrar las tensiones asociadas al stress residual.  
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Figura 2.9: Estudio de las respuesta mecánica. En color gris claro de los valores obtenidos de constante 
elástica para partículas en posición vertical y tendida en presencia de gluteraldehido (GAD). En color negro 
los valores de la constante elástica obtenidas en condiciones de buffer. Como se puede observar el GAD 
borra la presencia de stress residual corroborándose los resultados obtenidos por simulaciones de FEM. 
 
 La presencia de este stress residual podría desempeñar un papel biofísico 
importante para la viabilidad del virus. El aumento de rigidez que se produce en la 
estructura de la cápsida la hace más resistente a las agresiones mecánicas por cambios de 
presión osmótica durante el ciclo extracelular para proteger el material genético. 
 Por otro lado la presencia de este stress residual podría desempeñar un papel 
significativo en la translocación de ADN, mediante presión interna y través de la cola, en la 
bacteria.  
En la figura 2.9 se recogen los valores obtenidos de constante elástica de las 
partículas tendidas y verticales en grafito en condiciones de buffer y se comparan con los 
valores de las constantes elásticas con GAD.  
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La comparación muestra que en presencia de GAD las partículas en posición 
vertical parecen ser más duras. De hecho la constante elástica de la parte esférica es 1.3 
veces mayor que de la parte cilíndrica, como predecían las simulaciones de FEM. 
 
2.3. Estudio de la presión interna en el bacteriófago ɸ29 
Los bacteriófagos son capaces de empaquetar el material genético de micras de 
longitud en cápsidas que sólo alcanzan unas decenas de nanómetros de diámetro. 
Además el ADN debe ser confinado a densidades casi cristalinas [8] provocando una 
presión dentro de la cápsida que posee dos orígenes. Por un lado hay que tener en cuenta 
que la distancia entre las cadenas de ADN suele ser de unos pocos angstroms (Å). A estas 
distancias las fuerzas de repulsión electrostáticas debido a la presencia grupos fosfatos es 
importante [10]. El segundo origen se debe a que la curvatura que adquiere dentro de las 
cubierta proteicas es generalmente menor que la longitud de persistencia característica 
del ADN (50 nm) [9]. 
En particular, para el caso del bacteriófago ɸ29 se ha propuesto que el proceso de 
infección por eyección del ADN consta de dos etapas de push-pull. En la primera etapa 
push, el 65 % de genoma se introduce gracias a la liberación de esta presión interna. En la 
segunda etapa pull, son algunas de las proteínas de la bacteria las que tiran del ADN hacia 
el interior [37]. Otro estudio paralelo basado en la medición de la fuerza necesaria para 
empaquetar el material genético usando Pinzas Ópticas, mostró que es aproximadamente 
de 57 pN. ´Transformando esta fuerza en términos de presión se establece un límite 
superior de 60 atm [6].  
La presión que se puede alcanzar dentro de estas nanoestructuras es muy elevada. 
Por ello se decidió como objetivo buscar evidencias de presión interna dentro del 
bacteriófago φ29 mediante el uso del AFM. 
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2.3.1. Caracterización de las propiedades mecánicas de las partículas 
víricas del bacteriófago φ29 
 
Para poder detectar evidencias de presión interna dentro del bacteriófago φ29 
mediante el uso del AFM se decidió buscar un cambio en la respuesta mecánica del mismo 
debido a la presencia del material genético. Por ello se realizaron experimentos de nano 
indentacion sobre precabezas, cápsidas y viriones para obtener cambios en la constante 
elástica. En el virión se representa la constante elástica generada por dos muelles en 
paralelo, uno relacionado con la estructura de la cápsida y otro al ADN como se muestra 
en la figura 2.10a. Por otro lado la figura 2.10b muestra una comparación de curvas de 
indentación obtenidas sobre los tres tipos de partículas virales.  
 
 
Figura 2.10: Experimento de nanoindentaciones en partículas virales. a) Esquema de un virión indentado 
por una punta. Para tener en cuenta los efectos del material genético, el ADN es considerado como un 
muelle en paralelo a la cápsida vírica y ambos en serie con la micropalanca. b) Comparación entre curvas de 
indentacion realizadas sobre las partículas víricas y el sustrato. 
 
Se realizaron 116 curvas fuerza-distancia sobre 14 viriones, 8 precabezas y 3 
cápsidas (virus vacío de material genético). Los valores de constante elástica son 
recogidos en un histograma y las distribuciones de cada una ajustados a una distribución 
gaussiana. Los valores de constante elástica obtenidos son 0.23 ± 0.05 N/m, 0.33 ± 0.05 
-6 -4 -2 0 2 4 6
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
F
u
e
rz
a
 (
n
N
)
Indentación (nm)
 precabeza
 cápsida
 virión
 sustrato
b
kmicropalanca
kcápsida kADN
shell
a
Bacteriófago φ29: pre-stress y presión interna 2 
 
89 
 
N/m and 0.23 ± 0.04 N/m para precabezas, viriones y cápsidas, respectivamente (figura 
2.11). Según lo obtenido, tanto las precabezas como las cápsidas presentan la misma 
constante elástica, indicándonos que la presencia de la cola no contribuye en esta 
propiedad física.  
 
Figura 2.11: Constante elástica de las partículas víricas de bacteriófago φ 29. Histograma comparativo de 
los valores de constante elástica obtenidos, a partir de las curvas de F vs. I realizadas, para precabezas, 
cápsidas y viriones del bacteriófago φ29. 
 
Por otra parte se ha observado que los viriones son 0.1 N/m más rígidos que las 
precabezas y que las cápsidas. Por tanto este aumento de la rigidez se puede atribuir al 
ADN empaquetado en el interior de la cápsida. Este comportamiento ya fue observado en 
otros virus como el bacteriófago ʎ [38]. Como experimento control se co-adsorbieron 
viriones y cápsidas, y se realizaron nanoindentaciones en cada uno de ellos. Los resultados 
obtenidos sobre la constante elástica son los mismos que se obtuvieron en los 
experimentos anteriores. La figura 2.12 muestra una imagen de topografía de AFM de una 
precabeza y un virión. Se puede apreciar que las diferencias topográficas en la cubierta 
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proteica son leves. Sólo la presencia de cola en el virión, permite que ambas partículas 
sean fácilmente distinguibles. 
El mecanismo de reforzamiento asociado a la presencia del ADN en el interior de 
cápsida puede tener dos orígenes diferentes: 
 
Origen estructural, debido a que el ADN rellena toda la cápsida del virus como un 
sólido o las interacciones que éste establece con las proteínas que se encuentran en el 
interior de la cápsida. Este último tipo de reforzamiento fue encontrado en el virus MVM 
[24]. Los estudios demostraron como el ADN de cadena simple (ss-DNA) se introduce a 
modo de cuña en zonas específicas y bien localizadas de la cápsida vírica provocando un 
reforzamiento asimétrico en la estructura [39]. 
El material genético confinado y sometido a alta presión en el interior genera 
fuerzas dirigidas hacia fuera que podrían endurecer la estructura, como ocurre por 
ejemplo cuando inflamos un balón de fútbol o un neumático. Experimentos realizados en 
bacteriófago lambda [40] y T5 [41] mostraron que es posible detener el proceso de 
eyección del ADN cuando se somete al virus a una determinada presión externa. [40].  
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Figura 2.12: Precabeza y virión del bacteriófago φ29. a) y b) Imagen de topografía tomada con AFM de una 
precabeza y un virión de φ29 respectivamente, adsorbidos en HOPG. Modelo de dilación de una precabeza 
c) y un virión d) a partir de la reconstrucción de cryo-EM [19]. e) Imagen de topografía de AFM de una co-
adsorción de virones y precabezas de ɸ 29. Como se observa de las imágenes obtenidas con AFM es posible 
distinguir características topográficas de ambas estructuras cuando se comparan con las imágenes del 
volumen dilatado [22] obtenidas a partir de la estructura de cryo-EM [19]. 
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2.3.2. Evidencias de presión interna 
La estrategia más sencilla para desvelar cuál es el origen de nuestro reforzamiento 
mecánico consiste en modificar los factores que regulan las energías a las cuales está 
sometido el ADN confinado. Recordemos que el ADN adquiere una curvatura menor que 
longitud de persistencia característica y además, que existe una gran repulsión 
electrostática entre las hebras del mismo. Se propuso como objetivo modular esta 
repulsión electrostática de forma que la distancia entre hebras disminuya para observar 
cambios en la constante elástica de la partícula. 
Se sabe que es posible formar condensados de ADN en disolución en presencia de 
agentes químicos específicos o de contra iones con valencia mayor de 2. Estos presentan 
una carga neta positiva, como se muestra en tabla 2.1; por lo que sería de esperar que se 
unieran a los grupos fosfatos expuestos del ADN. 
Los condensados de ADN en disolución aparecen debido a que estos agentes a una 
cierta concentración, provocan la aparición de fuerzas atractivas, o la disminución de 
fuerzas repulsivas existentes entre las hebras [42]. En algunas ocasiones la distancia entre 
las hebras de ADN organizado en forma de toroide ha llegado a ser 2.4nm [43]. Además si 
el tamaño de los iones es suficientemente pequeño o difunden a través de la cápsida 
vírica, es posible formar condensados dentro de un virus [44]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2.1. Diferentes tipo de agentes químicos utilizados para la obtención de condensados de ADN. La 
espermidina es una poliamina con valencia 
+
3. 
CATIONES          
MULTIVALENTES
(VALENCIA ≥2 )
Cu+2
Mn2
Mg+2
AGENTES CONDENSADORES
Espermina+4
Espermidina+3
Co(NH3)6+3
Polyethynelene Glycol (PEG)
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Bacteriófagos como λ, φ29, T7 y T4 [8] empaquetan el ADN formando capas, cuya 
distancia varía entre 2.3-2.9 nm. Como se puede ver estas distancias son comparables con 
las que se obtiene para condensados de ADN en disolución.  
Para el bacteriófago λ ya fue mostrado que en presencia de Mg+2 la constante 
elástica disminuía 0.1 N/m [38]. Por ello se decidió medir la respuesta mecánica del 
bacteriófago φ29 en presencia de espermidina (SP). 
La espermidina es una poliamina trivalente comúnmente usada para crear 
condensados en disolución. En presencia de 1mM de SP, se realizaron 60 indentaciones 
en 12 partículas diferentes de virion φ29. El valor medio de la constante elástica fue de 
0.23 ± 0.05 N/m, que corresponde al valor obtenido para una partícula vacía o una 
precabeza. Se observa que la presencia de SP modificaba la respuesta mecánica del 
bacteriófago. Para descartar posibles efectos en la estructura de la cápsida por la 
presencia de SP se propuso un experimento control. Se realizó el mismo experimento con 
precabezas de φ29. En presencia de SP se realizaron 40 indentaciones a 10 partículas 
obteniendo una constante elástica de 0.23±0.05N/m, que corresponde al valor obtenido 
en ausencia de la poliamina.  
Se ha observado que este proceso es reversible. Se realizaron 54 indentaciones en 
8 partículas diferentes tras lavar la muestra de virones varias veces con una disolución 
buffer que no contiene SP. Se observó que los viriones recuperaban el valor original de la 
constante elástica, 0.33 ± 0.05 N/m. Los valores obtenidos durante estos experimentos se 
muestran en la figura 2.13. 
Este resultado indica que la SP no afectaba a la estructura proteica del 
bacteriófago puesto que las precabezas en presencia y ausencia de SP muestran la misma 
constante elástica. Por tanto la SP borra la repulsión electrostática entre las hebras del 
material genético empaquetado desvelando que la presión interna es el origen del 
reforzamiento mecánico. 
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Figura 2.13: Distribución de las constantes elásticas. Diagrama de barras de los valores de elasticidad 
obtenidos para precabezas y virones en presencia de SP. Como se puede observar en presencia de SP el 
valor de constante elástica de los viriones decae hasta el valor de la precabeza. Después de eliminar la SP, 
los viriones recuperan su elasticidad original. 
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2.4. Modelo teórico de Purohit 
 Para explicar el origen físico de la diferencia de rigidez que existe entre la cápsida y 
el virión, se propuso buscar un modelo basado en las interacciones electrostáticas que 
aparecen entre las hebras del ADN de cadena doble. El grupo del Profesor David Reguera 
desarrolló las ecuaciones y realizó cálculos basados el modelo de Purohit [5, 45] para 
aplicarlo al bacteriófago φ29 y evaluar la contribución del material genético en el 
aumento de constante elástica observado en el virión. Este modelo [5] estima cual es la 
presión interna dentro de una cápsida producida por el material genético empaquetado. 
Se considera que la energía que posee el ADN contiene dos contribuciones: la energía de 
bending, debido a que el ADN debe estar doblado a distancias menores que la longitud de 
persistencia (estimada en 50 nm); y la energía electrostática de interacción debida a la 
repulsión entre hebras vecinas. El ADN estaría almacenado a modo de carrete con una 
separación entre cada capa ds que depende de la cantidad de genoma empaquetado. 
 
                  (    )                                                           (2.13) 
 
Donde Gbend es la energía de bending y Gint la energía electrostática. 
 
Un valor exacto de esta energía puede llegar a ser un cálculo complicado. Varios 
experimentos confirman que la energía de interacción depende tanto de la valencia como 
de la concentración de la sal del medio en el cual esté inmerso. Para electrolitos 
monovalentes y divalentes esta contribución es puramente repulsiva, y la dependencia de 
la presión osmótica П (ds) con la distancia entre las cadenas de ADN ds fue obtenida de 
manera empírica por of Rau et al. (1984) [46]  
                                             (  )     
 
  
                                                        (2.14) 
Donde c y Fo son parámetros característicos de que dependen del electrolito.  
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Para el caso sales trivalentes y tetravalentes se obtiene que la interacción 
electrostática no es puramente repulsiva, puesto que depende de la distancia de 
separación entre hebras. En este caso la relación empírica puede escribirse como: 
 
                                                     (  )    (   [ 
     
 
]   )                                   (2.15) 
Donde d0 es la separación óptima entre las hebras de ADN (d0 =2.97nm para el caso 
de la espermidina [47]).  
 
A partir de la fórmula empírica de la presión osmótica  (  ), el Profesor David 
Reguera dedujo la expresión de la energía      y la expresión de la energía      ( ). 
 
                                                   √  ∫  ( )   
  
                                      (2.16) 
 
                                                       √    ( 
     ) 
                                        (2.17) 
     
 
                   √    [( 
     )   ( 
     
 
)  (      )  
 
 
(  
    
 )]     (2.18) 
 
Se ha de tener en cuenta que esta energía de interacción obtenida a partir de la 
presión osmótica no sólo refleja la electrostática del ADN, sino que tiene en cuenta la 
contribución de la entropía y la de hidratación [48]. 
 Los valores de las constantes c y F0 que gobiernan las interacciones electrostáticas 
para las diferentes condiciones de buffer usadas en nuestros experimentos, se han 
obtenido mediante el ajuste de las ecuaciones 2.14-2.15, deducidas de los experimentos 
de stress osmótico por Rau et al., para el buffer TMS [49] y el buffer TMS + 1mM SP [47]. 
Del ajuste realizado para el buffer TMS, se obtiene que F0 = (3 ±1) 10
4 pN/nm² y c =0.30 ± 
0.01 nm, mientras el ajuste para para el buffer TMS+ 1mM SP (figura 2.14) se obtiene que 
F0=0.93 ± 0.05 pN/nm y c =0.210 ± 0.005 nm y usando como distancia de equilibrio entre 
fibras de ADN de d0=2.97 nm [47]. 
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Figura 2.14: Presión osmótica. Curva de la presión osmótica (П) en función de la separación hebras de ADN 
en presencia de espermidina (SP). Los puntos representan datos experimentales obtenidos por Todd et al 
[47]. La línea roja es un ajuste utilizando la ecuación 2.15. 
 
 La energía de bending Gbend  viene expresada en función de la longitud del ADN y 
las dimensiones del espacio en el cual está confinado. 
 
                                                          ( )  
       
√   
∫
 (  )
  
    
 
                                (2.19) 
 
                                                               
  
√   
∫    (  )
    
 
                                      (2.20) 
 
Una vez conocidas las contribuciones de las energías Gbend  y Gint  se obtuvo la 
distancia óptimas entre las hebras de ADN ds minimizando la energía total. 
 
                                                              (
     
  
)                                                            (2.21) 
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))             (2.22) 
 
Donde Rout denota el máximo radio externo que puede alcanzar el material 
genético enrollado a modo de ovillo y que coincidiría con el radio interno Rin de la cápsida 
vírica. 
A partir de estas expresiones utilizando las dimensiones de la cápsida del 
bacteriófago ɸ29 y longitud de ADN de doble cadena que empaqueta, el Profesor David 
Reguera obtuvo la distancia óptima de separación entre cadenas ADN (figura 2.15a) y el 
valor de la presión interna que se producía para cada uno de las condiciones de buffer 
utilizadas en los experimentos como se muestra en la figura 2.15b. 
 
 
Figura 2.15: Presión interna en bacteriófago φ29. a) Esquema representativo de la distribución ADN 
empaquetado en el interior del bacteriófago. b) Representación de los valores de presión predichos por el 
modelo de Purohit en función de las dimensiones de la cápsida vírica para dos condiciones de buffer. Rin 
denota el radio máximo que puede alcanzar el material genético empaquetado a modo de ovillo, y b la 
longitud del cuerpo cilíndrico de la cápsida. 
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Para evaluar esta presión se consideró al bacteriófago 29, como un esfero-
cilindro de radio interno Rin =19.4nm, espesor de pared h= 1.6 nm y longitud del cuerpo 
cilíndrico b=12nm [14]. De esta forma se obtuvo que el valor de la presión interna del 
bacteriófago 29 es de 30 ± 12 atm y 17 ± 12 atm para condiciones de buffer TMS y TMS+ 
1mM SP respectivamente. Estos valores indican que la presencia de espermidina (SP) 
reduce significativamente la repulsión electrostática entre las cadenas de ADN, 
disminuye la presión dentro del bacteriófago y por tanto la constante elástica del 
mismo. 
 
 
 
2.5. Modelo mecánico de cápsida presurizada 
Otro de los recursos utilizados en el grupo del Profesor David Reguera para evaluar 
la presión interna dentro del bacteriófago ф29 a partir de los cambios de dureza 
obtenidos en viriones y cápsidas, es la utilización de las simulaciones de FEM en 
nanocontenedores presurizados. En este caso se optó por abordar el problema desde un 
punto de vista puramente mecánico. Se pretendió obtener u observar cambios en la 
constante elástica de una estructura cerrada debidos a una presión interna. Notar que en 
estas simulaciones el origen de la presión no es considerada. El grupo del Profesor David 
Reguera realizó múltiples simulaciones usando el programa COMSOL Multiphysics 4.2a 
(Comsol, Stockholm, Sweden) [45]. 
La cápsida del bacteriófago φ29 fue modelada con 5000 elementos que dan lugar a 
una estructura con forma de esfero-cilindro, dentro de la aproximación Thin Shell y con 
dimensiones de la cápsida del fago φ29, que es indentada por una esfera en la parte 
ecuatorial de la misma (figura 2.16a). El valor de la constante elástica es obtenida de la 
pendiente de las curvas F vs. I para pequeñas deformaciones. De esta forma se 
observaron los cambios en la respuesta elástica de la estructura como función de la 
presión en el interior de la misma (figura 2.16b). 
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Figura 2.16: Modelo mecánico de cápsida presurizada. a) Esquema de una nanoindentacion realizada con 
una punta esférica sobre una cápsida presurizada. b) Representación de la variación de la constante elástica 
en función de la presión interna para una estructura hueca con E=2.3GPa y Rint=15nm. El valor de 0.33 N/m 
se alcanza cuando la presión es de 40 atm. 
 
Se realizaron múltiples simulaciones considerando diferentes valores para el 
módulo de Young para la cápsida (1GPa a 10 GPa), diferentes tamaños de radio de la 
punta esférica Rin (5nm a 15 nm) y ko igual al valor de la constante elástica obtenida en los 
experimentos de AFM para la cápsida vacía (no presurizada). Los resultados de estas 
simulaciones convergieron en una curva universal (línea roja en figura 2.17) que 
proporciona la diferencia de rigidez de la cápsida de en función una variable adimensional 
τ, que depende de la presión interna según la ecuación 2.23. 
    τ=p*R/k0                                                  (2.23) 
 Para cambios de respuesta elástica similares a los obtenidos en los experimentos 
de nanoindentaciones con AFM, k/k0 =1.44 ± 022 (figura 2.17) se obtuvo que τ=0.36±0.2. 
Traducido a unidades de presión nos indicaría que la estructura debiera estar presurizada 
con 40 ± 20 atmósferas aproximadamente, como se deduce de la curva representada en 
la figura 2.17. 
a b
P
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Figura: 2.17: Simulaciones de FEM para cápsida presurizada. Resultados de múltiples simulaciones de FEM 
que predice los cambios de respuesta elástica de una estructura con forma de un esfero-cilindro como 
función de la presión interna en su interior  
 
El valor de presión interna estimado mediante las simulaciones de FEM (40 ± 20 
atm) concuerda, dentro del error, con el obtenido usando la aproximación del modelo de 
Purohit 30 ± 12 atm. 
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2.6. Resumen y conclusiones 
A largo de este capítulo se ha caracterizado mecánicamente las partículas víricas 
que aparecen en el ciclo viral del bacteriófago φ29: precabeza, cápsida y virión. 
Se ha observado que la precabeza del bacteriófago φ29 muestra anisotropía en la 
respuesta elástica, cuyo orden no se puede justificar mediante simulaciones de FEM y 
aplicando la teoría de la elasticidad de medios continuos. La parte cilíndrica de las 
precabezas muestra un valor de constante elástica más alto que la esférica siendo 
irrelevante la existencia del conector. El desacuerdo existente con la teoría se puede 
justificar por la existencia de pre-stress en la estructura cuyo origen proviene de la forma 
de ensamblado de las proteínas que la componen. Las subunidades proteicas 
(capsómeros) están expuestas a diferentes valores de interacciones intercapsoméricas 
que dependen de la posición ocupada en la estructura. Esto provoca una distribución de 
stress lateral en la estructura. Así, los hexámeros situados en la parte ecuatorial del 
esfero cilindro soporta 2.6 más veces stress lateral local que los pentámeros situados en 
la región esférica. Además la relación entre la variación de stress en la zona cilíndrica y 
la esférica es aproximadamente 1.5, siendo consistente con la tendencia observada en 
los experimentos. 
Se ha observado experimentalmente que la ausencia de cola no modifica la 
respuesta elástica ya que el valor de constante elástica obtenido en las precabezas es el 
mismo que para las cápsidas.  
Se ha observado que el ADN provoca un aumento de la rigidez mecánica en los 
virus. Además este aumento indicaría la existencia de presión interna en su interior y el 
origen de ésta provendría de las interacciones electrostáticas existentes entre las cadenas 
de ADN empaquetado. Los experimentos en presencia de espermidina (SP) confirman la 
existencia de presión interna en el bacteriófago φ29. 
Usando el modelo de Purohit para dar una interpretación puramente 
electrostática de nuestros resultados experimentales se obtiene que la presión interna en 
el interior del virus es de aproximadamente 30 ± 12 atm. 
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Por otro lado, una interpretación puramente mecánica, ya que no se tiene en 
cuenta el origen de la presión, nos indicaría que el bacteriófago se encuentra 
presurizado a 40 ± 20 atm. 
Por tanto se confirma que mediante experimentos de AFM hemos podido 
obtener, por primera en un bacteriófago, evidencias de presión interna en su interior. 
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3. BACTERIÓFAGO T7: ESTABILIDAD QUÍMICA Y ESTRUCTURAL 
3.1. Introducción 
Una de las etapas particularmente importantes del ciclo vírico es el proceso de 
maduración de la precabeza. Durante este proceso, primero las proteínas víricas son 
expresadas en el núcleo o citoplasma de la célula infectada. Después se ensamblan, a 
modo de “Lego”, en una primera estructura en forma de contenedor, denominada 
precabeza. Las proteínas de la precabeza sufren cambios conformacionales, como pueden 
ser giros y cambios de orientación, que permitirán establecer nuevas interacciones con las 
proteínas vecinas. Durante este proceso además, es posible que estas estructuras 
proteicas aumenten su volumen, como consecuencia de un aumento en diámetro y una 
disminución del grosor de la pared. Esta nueva estructura es denominada cápsida madura, 
la cual empaquetará el material genético, dando lugar a una nueva partícula vírica con 
capacidad infectiva, el virión. 
El proceso de maduración es específico de cada virus variando en virus eucariotas 
y procariotas. En particular, los bacteriófagos después de encapsular el material genético, 
sellan la cápsida con una estructura a modo de canal, la cola. 
Durante el ciclo viral, las estructuras proteicas que forman el virus están sometidas 
a diferentes condiciones fisicoquímicas [1] como cambios de temperatura, pH, fuerza 
iónica [2] o deshidratación [3]. Por tanto, el proceso de maduración de los virus es la fase 
que debe garantizar la formación de una cápsida estable para hacer frente a estas fuentes 
de stress durante la etapa extracelular del ciclo, y que pueda infectar a otra célula [4]. El 
proceso de reorganización de las proteínas de la precabeza, por tanto, parece ser crucial 
para alcanzar la estabilidad fisicoquímica necesaria para completar el ciclo. Se han 
descrito diferentes rutas de maduración para los bacteriófagos. Estos procesos incluyen 
entre otros mecanismos, la inserción de nuevas proteínas como el bacteriófago λ [5], 
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inserción de nuevos dominios como el bacteriófago ф29 [6] o el aumento del número de 
enlaces covalente en la estructura como en el fago HK97 [7]. 
A lo largo de este capítulo se ha estudiado el proceso de maduración del 
bacteriófago T7. Nos hemos centrado en los cambios de estabilidad que se producen 
durante maduración de la cápsida. Se han estudiado para ello la precabeza y la cápsida 
madura. De ambas estructuras víricas, se ha caracterizado la resistencia frente a 
diferentes dos fuentes de estres químico, como urea y GuHCl, y a estres mecánico 
mediante experimentos de fatiga mecánica realizados con el microscopio de fuerzas 
atómicas. 
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3.1.1. El bacteriófago T7 
El bacteriófago T7 proviene de la familia Podoviridae. El virión presenta una 
cápsida icosaédrica con una corta cola de 18.5 nm de longitud situada en uno de los 
vértices del icosaedro [8, 9]. La cápsida de T7 está formada por 415 copias de la proteína 
mayoritaria gp10A y gp10B, distribuidas en hexones (6 proteínas) y pentones (5 proteínas) 
proporcionando un número de triangulación T=7 [8]. En el mismo vértice donde se sitúa la 
cola, existe una estructura formada por la proteína gp8 denominada conector. El conector 
está unido a una estructura cilíndrica interna, el core (gp14, gp15 y gp16), que junto a la 
estructura de la cola, forman un canal por el cual el material genético es eyectado en el 
interior de la célula huésped [10]. Las precabezas de T7 además, contienen unas proteínas 
de andamiaje (gp9) necesarias para el auto-ensamblado de la cápsida (figura 3.1a). Estas 
proteínas son expulsadas cuando comienza la expansión de la precabeza, iniciada por el 
empaquetamiento de ADN de cadena doble y la adición de la cola. Los 40 kbp de material 
genético de aproximadamente 13.6 μm de longitud se enrrollan a modo de ovillo a la 
estructura del core, como se muestra en la figura 3.1b.  
 
Figura 3.1: Estructura de las partículas víricas del bacteriófago T7. a) Imagen de la sección transversal de la 
reconstrucción de cryo-EM de la precabeza del bacteriófago T7. En la imagen se observa la estructura de la 
precabeza (amarillo) EMD 1161-1164. Se distingue el complejo núcleo-proteína de andamiaje reconstruida 
sin aplicar simetría (gris transparente), la estructura del core (magenta) y la estructura del conector (verde). 
b) Imagen de cryo-EM de la estructura del bacteriófago T7. Se observa la estructura de la cabeza, el ADN 
ordenado, el core, el conector y la cola. 
cola
ADN
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Bacteriófago T7: Estabilidad química y estructural 3 
 
114 
 
Durante el proceso de maduración la precabeza de T7 incrementa su volumen. El 
diámetro interno del icosaedro aumenta de 51 a 60 nm y el grosor de la pared disminuye 
de 4.1 a 2.3 nm como consecuencia de la reorganización de las proteínas de la estructura 
de la precabeza [8, 11], como se observa en la figura 3.2. Recientemente se ha 
descubierto que, en el caso del bacteriófago T7, esta reorganización conlleva únicamente 
un aumento de las áreas de interacción entre las subunidades proteicas [12]. Se puede 
deducir por tanto que el bacteriófago T7 presenta la ruta o vía de maduración más simple 
de todos los bacteriófagos. 
 
Figura 3.2: Maduración de bacteriófago T7. Comparativa de los cambios en volumen producidos durante la 
maduración de la precabeza del bacteriófago T7 [12]. a) Imágenes de cryo-EM orientadas en el eje de 
simetría 3 para una precabeza (naranja) y una cápsida madura (gris). Se observa un aumento del diámetro 
de la estructura. b) Corte transversal de las imágenes de cryo-EM de la precabeza (naranja) y cápsida 
madura (gris). El grosor de la estructura de la precabeza disminuye durante el proceso de expansión de la 
misma. 
  
4.1nm
2.3nm
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3.2 Estabilidad química durante la maduración 
Durante el ciclo extracelular las partículas víricas deben hacer frente a condiciones 
fisicoquímicas adversas. El proceso de maduración de un bacteriófago no sólo debe 
garantizar la creación de una nueva partícula infectiva, sino también la formación de una 
cápsida madura capaz de soportar estas condiciones fisiológicas durante la etapa 
extracelular. La cápsida del virus debe ser lo suficientemente estable como para poder 
proteger el material genético que debe transportar durante su ciclo vírico. Se estudiaron 
los cambios en la estabilidad química y mecánica que se producen en la estructura de la 
cápsida durante el proceso de maduración del bacteriófago T7. Para examinar las 
diferencias en la estabilidad química entre las precabezas y las cápsidas maduras el grupo 
del Profesor José. L. Carrascosa sometió ambas estructuras a diferentes tipos de stress 
químicos. Se utilizaron diferentes concentraciones de Urea y GuHCl, dos agentes químicos 
que provocan la desnaturalización de proteínas. Mientras la adicción de Urea bloquea los 
parches hidrofóbicos expuestos, el GuHCl provoca el bloqueo de las interacciones 
electrostáticas entres las subunidades proteicas.  
La figura 3.3 corresponde a una selección de las imágenes de TEM tomadas 
después del tratamiento realizado durante 20 minutos con diferentes concentraciones de 
los agentes desnaturalizantes. Se observa que para una concentración 3M de Urea un alto 
porcentaje de las precabezas se ha desensamblado, alcanzando la totalidad (100 %) al 
someterlas a una concentración 4M de la misma. Por el contrario las cápsidas maduras se 
mantienen íntegras bajo las mismas condiciones químicas. El mismo efecto o 
comportamiento fue encontrado cuando ambas partículas se sometieron a 
concentraciones 1M y 2M de GuHCl. Estos resultados indicaron que el proceso de 
maduración en el bacteriófago T7 incrementa la estabilidad de la estructura ante 
tratamientos químicos. Este aumento proporcionará a la estructura la estabilidad 
necesaria para soportar condiciones adversas durante el periodo extracelular del ciclo 
vírico. 
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Figura 3.3: Estabilidad química de precabezas y cápsidas de T7. Selección de imágenes de EM tomadas por 
el grupo del Profesor José. L. Carrascosa después de tratar ambas partículas, precabeza y cápsida madura, 
con agentes desnaturalizantes, Urea y GuHCl. Se observa que bajo las mismas condiciones las estructuras de 
las cápsidas maduras permanecen intactas mientras que las estructuras de las precabezas se han 
desnaturalizado por completo. 
 
3.3. Caracterización mecánica del bacteriófago T7 
Diversos trabajos realizados en los últimos años basados en experimentos con 
AFM han tratado de justificar la estabilidad de los virus basándose en algunas en 
propiedades mecánicas de la estructura como son: la dureza, la fragilidad, la elasticidad o 
el módulo de Young [13, 14].  
A partir de las simulaciones de FEM [15] se modela la estructura de la cápsida 
como homogénea y continua para justificar la respuesta elástica o aplicando la teoría de la 
elasticidad de medios continuos homogéneos [14, 16] se utiliza la relación entre el 
módulo de Young (E) y la constante elástica (k)      
    
 
. De esta forma se han estimado 
cambios en el valor del módulo de Young a partir de la constante elástica para justificar 
cambios mecánicos en la estructura de las cápsides vírica. Algunos autores han propuesto 
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que el aumento de ambas propiedades mecánicas, la constante elástica [17] y el módulo 
de Young [14], está asociado con un aumento de la estabilidad de la estructura proteica. 
Para estimar los posibles cambios en estabilidad que se producen en las cubiertas 
proteicas de las partículas víricas que aparecen en el ciclo biológico del fago T7 se estudió 
la respuesta elástica de la precabeza, la cápsida maduras y el virión realizando 
experimentos de nanoindentación con el AFM en condiciones fisiológicas.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4: Precabeza, cápsida y virón del bacteriófago T7. Imágenes de topografía de AFM de las partículas 
víricas del bacteriófago T7 depositadas sobre HOPG en condiciones fisiológicas sobre las diferentes 
geometrías de adsorción. a-c) eje de simetría 5. d-f) eje de simetría 3. g-I) en orientación no específicas 
(ONE). 
 
Precabezas, cápsidas maduras y viriones fueron adsorbidas sobre un sustrato de 
grafito (HOPG) siguiendo el procedimiento descrito en el Apéndice I (figura 3.4). Las 
imágenes de AFM muestran partículas de entre 50-60 nm de altura, en las que se 
distinguen las diferentes geometrías de adsorción sobre el sustrato: simetría 5 (S5), 
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simetría 3 (S3) y simetría 2 (S2). Aparecen también otras orientaciones de adsorción que 
no corresponden a simetrías evidentes, a las que denominamos Orientación No Específica 
(ONE). Como comprobación, se extrajeron las imágenes de los volúmenes dilatados de la 
estructura del bacteriófago orientada en las diferentes geometrías de adsorción. Estas 
imágenes fueron obtenidas a partir la reconstrucción de cryo-EM (EMD.1164.map) [8] y 
aplicando el algoritmo de dilatación descrito por Villarubia et al [18, 19], con una punta de 
radio de 10 nm (Figura 3.5). De las características en topografía de los volúmenes 
dilatados y de las imágenes de reconstrucción cryo-EM se deduce que, a partir de las 
imágenes obtenidas con AFM, es posible identificar las diferentes geometrías de 
adsorción de todas las partículas víricas. En la figura 3.4 se observa que no sólo es posible 
identificar la orientación de las partículas sobre el sustrato sino también, la posición de las 
unidades morfológicas de la estructuras (pentones y hexones).  
 
Figura 3.5: Volumen dilatado de la estructura del virión del bacteriófago T7. En la fila de la arriba se 
muestran las imágenes de cryo-EM del bacteriófago T7 en las diferentes geometrías de adsorción sobre un 
sustrato, mostrando las características morfológicas de los diferentes ejes de simetría orientación (S5, S3 y 
S2). En la fila de la abajo se muestran las imágenes dilatadas obtenidas a partir de las imágenes de cryo-EM, 
considerando una punta de 10nm de radio. 
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Se caracterizó la respuesta mecánica en función de los tres ejes de simetría S5, S3 
y S2 y sobre aquellas que no mostraban una orientación bien definida. Los viriones 
adsorbidos en simetría 2 no fueron caracterizados mecánicamente debido a que en esta 
orientación la cola está tocando el sustrato y puede llevar a una caracterización mecánica 
errónea. Del mismo modo, esta orientación no fue estudiada para las precabezas debido a 
la inestabilidad en adsorción que presentan.  
Para caracterizar mecánicamente la respuesta elástica de todas las partículas se 
realizaron ciclos de 5 curvas F vs. Z en la parte más alta de cada una de ellas. La longitud 
de la indentación producida por las curvas F vs. Z fue del orden del grosor de la pared de 
cada una de las estructuras. Del valor de la pendiente de cada una de las indentaciones se 
obtuvo el valor de la constante elástica. Así se realizaron 137 nanoindentaciones en 25 
precabezas (rojo), 219 nanoindentaciones en 41 cápsidas (gris) y 138 nanoindentaciones 
en 25 viriones (azul). Los valores de la constante elástica fueron clasificadas según la 
geometría de adsorción para cada una de ellas: S5, S3, S2 y ONE. Los valores promedios de 
la constante elástica, se muestran a modo de histograma en la figura 3.5 y recogidos en la 
Tabla 3.1. 
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Figura 3.5: Constantes elásticas de precabezas, cápsidas y viriones. Valores de las constantes elásticas en 
los diferentes ejes de simetría obtenidos para precabezas, cápsidas y viriones del bacteriófago T7. 
Precabezas (columna roja), cápsidas (columna gris) y viriones (columna azul). Las partículas víricas presentan 
anisotropía en la respuesta mecánica. 
 
 
 
Tabla 3.1 Sumario de constante elástica. Valores de las constantes elásticas obtenidos de las curvas de 
indentación realizadas en cada uno de los ejes de orientación S5, S3, S2 y ONE respectivamente. Los valores 
indicados corresponden a la media ± Desviación Estándar. 
  
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
 
K
(N
/m
)
 PRECABEZA
 CÁPSIDA
 VIRIÓN
 
Orientación
No 
Específica
KS5 (N/m) KS3 (N/m) KS2 (N/m) KONE (N/m) # particulas # FvZ
Precabeza 0.10 ± 0.02 0.24 ± 0.04 ---------- 0.17 ± 0.04 25 137
Cápsida 0.11 ± 0.02 0.21 ± 0.03 0.40 ± 0.02 0.17 ± 0.04 41 219
Virión 0.10 ± 0.01 0.25 ± 0.02 ---------- 0.17 ± 0.03 25 138
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Todas las partículas muestran anisotropía en la respuesta elástica, es decir, los 
valores obtenidos en cada uno de los ejes de simetría de adsorción son diferentes entre sí. 
Si observamos los valores de constante elástica obtenidos para la precabeza y la cápsida 
vemos son similares dentro del error. Únicamente se aprecia una leve diferencia entre la 
capsida y el virión alrededor de los ejes de simetría de orden 3. Esto indicaría que la 
presencia del material genético en el interior induce un aumento de la rigidez como ya ha 
sido observado en el fago λ [20], el fago ф29 [21], o el virus MVM [22]. Al contrario que el 
comportamiento encontrado cuando las partículas son sometidas a tratamientos 
químicos, vemos que las precabezas y las cápsidas poseen la misma elasticidad, y por 
tanto, la maduración no induce un aumento en la dureza de la estructura.Se deduce que 
la constante elástica no es un indicador de estabilidad de las estructuras de las 
partículas víricas del bacteriófago T7. Además, el hecho de que estas partículas presenten 
anisotropía en la respuesta elástica conllevaría a una anisotropía en el valor del módulo 
de Young, siendo esto inconsistente con las aproximaciones de la teoría de la elasticidad 
de medios continuos [16, 23] utilizados en trabajos anteriores para justificar la estabilidad 
[14]. Por tanto, el módulo de Young no puede ser utilizado como parámetro físico 
descriptivo de estabilidad para el caso del bacteriófago T7. 
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3.4. Estudio de la estabilidad mecánica durante la maduración 
Como hemos visto, la elasticidad y el módulo de Young de las precabezas y 
cápsidas del bacteriófago T7 no pueden describir el comportamiento observado en los 
experimentos de estabilidad química. Para poder encontrar una correlación entre 
estabilidad química y mecánica se realizaron experimentos de fatiga mecánica en 
precabezas y cápsidas [24]. 
Los ensayos de fatiga mecánica son comúnmente usados en el estudio de la 
estabilidad de materiales en la macroescala. En este tipo de ensayos los materiales son 
sometidos a diferentes tipos de ciclos: de carga de fuerza constante o de carga a fuerza 
fluctuante. El primero de ello es quizás el más conocido y utilizado. El material se somete 
a múltiples cargas de fuerza cíclicas para obtener información de la degradación del 
mismo debido a la formación de defectos o fisuras en la estructura. 
Del mismo modo las precabezas y las cápsidas fueron sometidas a ciclos de carga 
mediante la realización de múltiples curvas F vs. I [25]. Todas las partículas fueron 
observadas después de cada curva para comprobar los efectos producidos en la 
estructura de las mismas. La fuerza aplicada en cada curva alcanzó valores de unos cientos 
de pN, produciendo deformaciones en las cubiertas proteicas de aproximadamente 6 nm. 
El alcance de estas deformaciones induce que ambas estructuras, procápsidas y cápsidas, 
respondan dentro de su comportamiento elástico, evitando la destrucción de las mismas 
[26]. 
En la figura 3.6 se muestran dos ejemplos significativos de los experimentos 
realizados sobre las precabezas. En el primero de ellos observamos una precabeza 
adsorbida sobre el eje de simetría 5 (figura 3.6a): después de la tercera deformación o 
ciclo de carga (figura 3.6a2, curva roja), la precabeza muestra una fractura evidente en un 
lado de la estructura de aproximadamente 24 nm de profundidad (figura 3.6a3) que 
produce una disminución de altura de la misma. En el segundo de los ejemplos (figura 
3.6b) se observa otra precabeza que tras ser sometida a un ciclo de carga (figura 3.6b2) 
presenta una gran fractura en el centro de su estructura (figura 3.6b3). 
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Figura 3.6: Fatiga mecánica de precabezas. a) Experimento de fatiga mecánica realizado sobre una 
precabeza madura adsorbida en sustrato a lo largo del eje de simetría 5. (a1) Imagen de AFM de una 
precabeza adsorbida en sustrato en el eje de simetría S5 antes de la fractura. (a2) Curvas F vs. I realizadas 
durante el experimento de fatiga. La curva roja induce un daño estructural en la precabeza. (a3) Imagen de 
AFM de la precabeza fracturada. b) Mismo análisis para una precabeza adsorbida en ONE la cual se fracturó 
tras realizar sólo una curva F vs. I. 
 
En la figura 3.7 se muestran tres ejemplos representativos de los experimentos de 
fatiga realizados sobre las cápsidas de T7.  
La figura 3.7a muestra una cápsida adsorbida en el eje de simetría 3 (S3). Después 
de nueve indentaciones se observa una fractura en el centro de la cara triangular (figura 
3.7a3) cuya profundidad es del orden de 1.5 nm. Aplicando un filtro en las imágenes de 
topografía alrededor de las zonas afectadas se resuelve la posición de las unidades 
morfológicas de las estructuras y la identificación de las subunidades afectadas durante el 
experimento. Una comparación con la estructura de cryo-EM (EMD 1161-1164) [8, 11] 
indica que se ha eliminado un monómero perteneciente a uno de los tres hexámeros 
centrales (figura 3.7a6). La figura 3.7b muestra el ejemplo de una cápsida adsorbida en S3, 
en la cual el cuatro ciclos induce un defecto en la estructura que parece corresponder a 
un trímero. La figura 3.7c, muestra una cápsida adsorbida en orientación S5 que ha 
perdido un pentón en el cuarto ciclo. 
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Figura 3.7: Fatiga mecánica de cápsidas. a) Experimento de fatiga mecánica realizado sobre una cápsida 
madura adsorbida a lo largo del eje de simetría S3 (a1) Imagen de AFM de una cápsida antes de la fatiga 
mecánica. (a2) Curvas F vs. I realizadas durante el experimento de fatiga. La curva roja induce un defecto 
estructural en la cápsida. (a3) Imagen de AFM de la cápsida dañada. (a4 y a5) Imágenes filtradas del área 
afectada antes y después. (a6) Imagen de cryo-EM de la estructura de la cápsida en la que se indican las 
unidades morfológicas: hexámero (azul) y pentámero (verde). Las subunidades afectadas durante el 
experimento se muestran en rojo. b) y c) La misma descripción para dos cápsidas adsorbida a lo largo de los 
ejes de simetría S3 y S5, que muestran la pérdida de un trímero y un pentón de proteínas, respectivamente. 
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Para confirmar si los defectos inducidos corresponden a monómeros o trímeros, se 
decidió generar el volumen dilatado correspondiente a una cápsida que presenta la 
vacante de un monómero y de otra que ha perdido un trímero. Los volúmenes dilatados 
se obtuvieron a partir del volumen de cryo-EM y considerando una punta de 8 nm de 
diámetro (figura 3.8). Los perfiles realizados sobre las imágenes obtenidas mediante AFM 
presentan un comportamiento similar al de los volúmenes dilatados [18, 19], indicando la 
alta resolución en las imágenes de topografía de AFM y la validez de nuestras hipótesis.  
 
Figura 3.8: Pérdida de un monómero. a) y b) Imágenes de AFM de una cápsida de T7 antes y después de la 
fractura. c) Perfiles en topografía realizados sobre las imágenes de AFM antes (negro) y después (rojo) del 
daño. f) Volumen dilatado de la estructura de cryo-EM (EMD 1161-1164) de una cápsida de T7 con una 
punta de 8 nm de diámetro. g) Volumen dilatado de la estructura de cryo-EM de una cápsida de T7 a la cual 
le ha sido extraído el trímero central. h) Perfiles realizados sobre los volúmenes dilatados f) en color negro y 
en g) en color rojo. Una comparación entre c) y h) indica que ambos perfiles presentan el mismo 
comportamiento. 
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El número de ciclos de carga necesarios para inducir la fatiga mecánica de una 
estructura proporciona información crucial sobre su estabilidad. Por ello, hemos 
cuantificado para ambas partículas el número de ciclos de carga aplicados antes de 
producir el primer daño estructural. La figura 3.9 muestra un histograma del número (#) 
de ciclos de carga aplicados para producir un daño en la estructura de la precabeza (rojo) 
y en la estructura de las cápsidas (negro).  
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 3.9: Ciclos de carga. Histograma del número de ciclos de carga (#) necesarios para inducir un daño en 
la estructura de las precabezas (color rojo) y cápsidas (color negro). 
 
Se observa que después de cuatro ciclos de carga sólo el 20% de las cápsidas 
presentan pequeños defectos mientras que el 90% de las precabezas están destruidas. 
Por tanto, es necesario aplicar menos ciclos de cargas para inducir una fractura en las 
precabezas en comparación con las cápsidas. Es decir, las cápsides son más resistentes a 
la fractura que las precabezas. 
El comportamiento observado ante la fractura es el mismo que el que se ha 
observado ante stress químico. Es decir, el proceso de maduración no sólo aumenta la 
estabilidad química, sino que también aumenta la resistencia de la estructura frente a la 
fatiga mecánica. Se ha establecido por tanto, una relación fenomenológica entre 
estabilidad química y mecánica para el bacteriófago T7. 
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3.4.1 Fracturas en precabezas y cápsidas de T7 
Otra fuente de información es la evaluación de las áreas y los volúmenes de las 
fracturas. La comparación entre los perfiles topográficos sobre el área afectada para cada 
tipo de partícula sirvió para cuantificar la profundidad de la fractura, siendo de entre 10 a 
20 nm para las precabezas y de sólo 1.6 a 7 nm para las cápsidas (figura 3.10). En color 
negro se muestran los perfiles realizados antes de la fractura y en color rojo los de 
después.  
Para cuantificar el área y el volumen eliminado en la estructura (∆A y ∆V) se 
obtuvo la imagen diferencia restando a la imagen de la particula inalterada (antes) la de la 
fracturada (después). Se analizaron 8 precabezas y 10 cápsidas. Las figuras 3.10 y 3.11 
muestran el procedimiento de análisis realizado para la caracterización de las fracturas. La 
figura 3.10 para las precabezas y la figura 3.11 para las cápsidas. 
En la figura 3.12a se presenta una gráfica comparativa de los valores de la pérdida 
de volúmenes normalizados (∆V/V) frente a la pérdida de áreas normalizadas (∆A/A), para 
las precabezas (rojo) y las cápsidas (negro). Se deduce que mientras las precabezas 
pierden un 48 ± 15% de área y 7 ± 2% de volumen, las cápsidas pierden un 5 ± 3% de área 
y un 0.2 ± 0.1% de volumen. Estas dos magnitudes físicas muestran un comportamiento 
lineal entre ellas cuando se expresan en escala logarítmica, cuya pendiente presenta un 
valor de 1.57 ± 0.06 aproximadamente (figura 3.12b). Esto indicaría que la dependencia 
entre ambas es: ∆V α ∆A1.57; que concuerda con la dependencia esperada para estas dos 
magnitudes físicas, ∆V α ∆A3/2. De este análisis se deduce además (figura 3.12c) que en 
general las precabezas presentan daños estructurales de tamaño más grande que el de 
las cápsidas para un menor número de ciclos. 
 
 
 
Bacteriófago T7: Estabilidad química y estructural 3 
 
128 
 
 
Figura 3.10 Fracturas en las precabezas de T7. Análisis realizados para el estudio de las fracturas producidas 
en las precabezas de T7 durante los experimentos de fatiga mecánica. La comparación de los perfiles 
realizados en las imágenes adquiridas antes y después de producir la fractura nos muestran la profundidad 
de la fisura. La imagen diferencia nos permite cuantificar el área y el volumen de la fractura.  
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Figura 3.11: Fracturas en las cáspidas de T7. Análisis realizados para el estudio de las fracturas producidas 
en las cápsidas de T7 durante los experimentos de fatiga mecánica. La comparación de los perfiles realizados 
en las imágenes adquiridas antes y después de producir la fractura nos muestran la profundidad de la fisura. 
La imagen diferencia nos permite cuantificar el área y el volumen de la fractura. 
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Figura 3.12: Fragilidad de precabezas y cápsidas de T7. a) Pérdida de volumen normalizado frente a la 
pérdida de área normalizada producida por las fracturas creadas durante los experimentos de fatiga 
mecánica para precabezas (rojo) y cápsidas (negro). b) Representación en escala logarítmica de los datos 
presentados en (a). La pendiente de la recta es 1.57 ± 0.06. c) Gráfica de las áreas normalizadas de las 
fracturas en función del número de ciclos de carga aplicados. 
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3.5. Interpretación de la respuesta elástica de la cápsida del 
bacteriófago T7 
Como hemos visto, todas las partículas del bacteriófago T7 presentan anisotropía 
en la respuesta elástica. Este comportamiento ha sido encontrado de forma experimental 
anteriormente sólo en otros viriones eucariotas como el MVM [22], el Adenovirus [27] o 
fagos con estructura prolada como el ф29 [28]. El fago T7 el primer ejemplo de 
bacetriófago icosaédrico que presenta anisotropía en la respuesta elástica en precabeza, 
cápsida y virión. Análisis basados en modelos del continuo, han permitido corroborar, 
interpretar o predecir las respuestas elásticas de estas nano-estructuras en primera 
aproximación. La anisotropía en la respuesta elástica de estas estructuras ha sido 
finalmente atribuida a interacción ADN-cápsida, stress residual, o cambios en interacción 
proteína-cápsida. En los últimos años se han desarrollado otros tipos de análisis teóricos 
basados en la teoría elástica como el modelo de Grano-Grueso (en inglés Coarse-Grained 
Model) [29, 30], Simulaciones de Dinámica Molecular (en inglés Molecular Dynamics 
Simulation; MDS) [31] y otras aproximaciones físicas [32-36]. 
Para entender la naturaleza de la anisotropía que muestra la cápsida de T7 se 
realizaron dos tipos de simulaciones. Ambas fueron realizadas por el grupo del Profesor 
David Reguera de la Universidad de Barcelona. Como primera aproximación se realizaron 
simulaciones de AFM modelando la cápsida mediante métodos de elementos finitos (en 
inglés Finite Elements Methods; FEM) y la aproximación de cáscara de pared gruesa (en 
inglés Thick Shell). Después se realizaron simulaciones con un AFM virtual en el cual la 
cápsida de T7 se modeló como una estructura discreta usando el modelo de Grano Grueso 
(en inglés Coarse-Grained Model; CGM). 
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3.5.1 Simulaciones de elementos finitos  
La interpretación de la respuesta elástica de las partículas virales usando métodos 
de análisis teóricos permite establecer el origen de este comportamiento. Las 
simulaciones de FEM, aplicando la teoría de la elasticidad de medios continuos 
homogéneo, han reproducido hasta el momento la repuesta elástica de las estructuras de 
las partículas víricas.  
Se propuso, por tanto, este tipo de análisis para estudiar el origen de la anisotropía 
en la respuesta elástica de la cápsida del bacteriófago T7. Las simulaciones fueron llevadas 
a cabo usando el programa COMSOL.Multiphysic 4.3 (Comsol, Stocklholm, Sweden). La 
cápsida de T7 fue modelada dentro de la aproximación Thick Shell como un icosaedro 
formado por 20000 elementos tetraédricos, con un radio externo Rext=31.5 nm y un 
espesor de pared homogéneo de h=2.5 nm, como se muestra en la figura 3.13a. Se 
consideró un módulo de Young de valor E=0.4GPa y coficiente de Poisson ν=0.3 [23]. El 
icosaedro fue orientado con el sustrato plano mostrando las diferentes orientaciones de 
adsorción: S5, S3 y S2. Después fue deformado a lo largo de cada una de estas simetrías 
con una esfera de radio, Rtip=15 nm. Este radio de punta es comparable con los utilizados 
durante los experimentos de AFM. El valor de la constante elástica fue obtenido de la 
parte lineal de las curvas F vs. I. y el de la fuerza aplicada fue elegido para producir 
pequeñas deformaciones. A partir de las curvas F vs. I simuladas se obtuvo el valor de la 
constante elástica (figura 3.13b). Para deformaciones de aproximadamente 1.5 nm las 
pendientes de las curvas son similares. Para indentaciones mayores los resultados de 
estas simulaciones mostraron anisotropía en la constante elástica, con una tendencia u 
orden de kS2<kS3<kS5, que no predecía la tendencia observada en los experimentos de 
nanoindentación realizados con AFM, kS5<kS3<kS2.  
 
 
 
 
Bacteriófago T7: Estabilidad química y estructural 3 
 
133 
 
Figura 3.13: Simulaciones de FEM de una cápsida homogénea. a) Cuerpo geométrico generado a partir de 
un modelo de elementos finitos para simular la cáspida de T7. La cápsida es modelada como un icosaedro 
de radio externo Rext=31.5 nm, espesor de pared homogéneo h=2.5nm, módulo de Young E=0.4GPa y 
coeficiente de Poisson ν=0.3. b) Curvas F vs. I obtenidas de las simulación FEM, realizadas sobre la cásida de 
T7 modelada a lo largo de las tres geometrías de adsorción: S5 (rojo), S3 (verde) y S2 (azul).  
 
 Dado que una modelización simplificada de la estructura de la cápsida no 
reproduce la tendencia en de la respuesta elástica encontrada durante los experimento 
de AFM, se decidió realizar modificaciones sobre el cuerpo geométrico utilizado para 
modelar la cápsida de T7. Las imágenes de reconstrucción de cryo-EM de la cápsida de T7 
(EMDM-1810) muestran un grosor de la pared variable debido al posicionamiento de las 
proteínas que la componen. Por ello, se propuso una nueva simulación que considera un 
cuerpo geométrico con espesor variable generado a partir del volumen de cryo-EM 
(EMDB-1810) de la cápsida madura. Este cuerpo geométrico representa de forma más 
realista la cápsida de T7. La cápsida fue modelada con 10000 elementos tetraédricos, 
módulo de Young de valor E=0.4GPa y un coeficiente de Poisson ν=0.3 (figura3.14a). 
Después fue deformada con una esfera de 15 nm de radio a lo largo de los tres ejes de 
simetría. Las curva obtenidas a partir de la simulación, para pequeñas deformaciones, 
muestran una tendencia en constante elástica de kS2≈kS3<kS5 (figura3.14b). Al igual que en 
la simulación anterior, la tendencia encontrada muestra la existencia de anisotropía pero 
no reproduce la tendencia obtenida de manera experimental. 
Por tanto, se puede concluir que las aproximaciones del continuo homogéneo no 
reproducen la anisotropía encontrada en la cápsida del bacteriófago T7. 
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Figura 3.14: Simulaciones de FEM de una cápsida inhomogénea. a) Cuerpo geométrico usado para simular 
la cáspida de T7 obtenido a partir de la estructura de cryo-EM (EMDB-1810). Se considera un módulo de 
Young E=0.4GPa y un coeficiente de Poisson ν=0.3. b) Curvas F vs. I obtenidas de las simulaciones FEM sobre 
la cápsida de T7 modelada a lo largo de las tres geometrías de adsorción: S5 (rojo), S3 (verde) y S2 (azul).  
 
3.5.2 AFM Virtual: cápsida madura del fago T7  
Trabajos previos relacionados con el estudio de propiedades mecánicas de 
cápsidas víricas han utilízalo la aproximación de CGM para modelar estas estructuras. Este 
tipo de aproximaciones han demostrado que la naturaleza discreta de las cápsidas víricas 
tiene una importante influencia en las propiedades mecánicas, especialmente en virus 
pequeños [29, 30, 33]. De acuerdo con esto, se propuso estudiar si la anisotropía 
observada en la cápsida de T7 podía emerger desde la naturaleza discreta de su 
estructura. 
El Profesor David Reguera y la Doctora María Aznar crearon un modelo de la 
cápsida de T7 usando las aproximaciones de CGM. La cápsida de T7 fue modelada a nivel 
de unidades morfológicas, hexámeros y pentámeros, como se deduce de la estructura de 
cryo-EM [12]. La figura 3.15 muestra una comparación entre la estructura de cryo-EM de 
la cápsida madura (figura 3.15a) y la modelada utilizando la aproximación de CGM 
(figura3.15b). Se han identificado las unidades morfológicas, hexones (hexámeros) en 
color verde y pentones (pentámeros) en color rojo. 
La interacción entre hexámeros y pentámeros, utilizada por la Doctora María Aznar 
en el modelo, responde a un potencial de Lennard-Jones que incorpora una contribución 
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de bending, de curvatura preferente y de torsión. Se considera el mismo diámetro para 
ambas unidades morfológicas, que tan sólo difieren en el número de capsómeros que las 
rodea. 
El potencial viene dado por: 
                  (3.1) 
El potencial de Lennard-Jones tiene la forma: 
 
          (3.2) 
 
Donde ε es la energía de bending entre capsómeros (hexámeros y pentámeros), r 
es la distancia de separación entre los centros de los capsómero, rij es la distancia de 
equilibrio, rLJ es la distancia donde el potencial Lennard-Jones se anula y   ⃗⃗⃗⃗  define el vector 
de orientación de los capsómeros. Se consideró ε =20 kBT, un valor razonable y utilizado 
en otras simulaciones [37-39]. 
Este tipo de potenciales reproduce de forma satisfactoria el número de 
triangulación T que adoptan las cápsidas víricas tanto in vivo como in vitro. De forma 
sencilla se ha reproducido una estructura con número de T=7 formada por 72 unidades 
capsoméricas (60 hexones y 12 pentones). En la figura 3.15 se muestra la cápsida del 
bacteriófago T7 orientada en el eje de simetría S2 y modelada usando la aproximación de 
CGM descrita anteriormente. Los hexámeros son modelados con esferas en color verde y 
los pentámeros con esferas en color rojo. 
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Figura 3.15: CGM para cápsida de T7. a) Volumen de la cápsida de T7 obtenido a partir de la 
reconstrucción de cryo-EM [12]. Se identifican las unidades morfológicas que constituyen la estructura: 
hexámeros en verde y pentámeros en rojo. b) Cápsida de T7 modelada a partir de la aproximación CGM a 
nivel de unidades morfológicas. Los hexámeros son modelados con esferas en color verde y los pentámeros 
con esferas en color rojo. Las esferas blancas indican la orientación de los capsómeros   ⃗⃗⃗⃗ . 
 
Recientemente el grupo del Profesor David Reguera, y especialmente la Doctora 
María Aznar, ha desarrollado un AFM virtual que permite realizar estudios de respuesta 
elástica de las estructuras modeladas con la aproximación de CGM. La estructura es 
deformada por una esfera de radio Rtip=3σ, donde σ=3.04nm. La interacción entre la 
punta y los capsómeros fue modelada mediante un potencial harmónico repulsivo de 
constante de muelle, KC =40ε/σ
2, que representa la constante elástica de la micropalanca 
[39] (figura3.16). 
 La figura3.16b muestra las curvas de indentación obtenidas a partir de las 
simulaciones del AFM virtual. Estas curvas muestran que la respuesta elástica de la 
cápsida presenta un comportamiento anisótropo con tendencia kS5<kS3<kS2. Esta 
tendencia coincide con la encontrada en los experimentos (figura3.16c). Por tanto 
podemos decir que la anisotropía en respuesta elástica en la cápsida de T7 tiene su 
origen en la naturaleza discreta en su estructura. 
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Figura 3.16: AFM virtual. a) Imagen de una simulación realizada con el AFM virtual para el estudio de la 
respuesta elástica de la cápsida de T7. La cápsida es modelada utilizando la aproximación del modelo de 
Grano Grueso a nivel de unidades morfológicas, donde los hexones son representados con esferas en color 
verde y los pentones en color rojo. La esfera azul representa la punta de una micropalanca. c) Curva F vs. I 
simuladas a lo largo de los diferentes ejes de simetría de adsorción de la cápsida: S5 (roja), S3 (verde) y S2 
(azul). Tanto la fuerza como la indentación viene dadas en función de los parámetros de la simulación ε y σ. 
c) Curvas experimentales de nanoindentación realizadas a lo largo de los diferentes ejes de simetría de la 
cápsida de T7: S5 (roja), S3 (verde) y S2 (azul). 
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  3.6. Resumen y conclusiones 
Los virus durante su ciclo vírico deben exponerse a condiciones fisicoquímicas 
extremas. En el proceso de maduración las cápsidas víricas deben adquirir una estructura 
lo suficientemente estable para preservar intacto el material genético, empaquetado en 
su interior, durante la etapa extracelular del ciclo vírico. 
El bacteriófago T7 ha desarrollado una de las vía de maduración más simple. Por 
ello, se ha escogido este virus para estudiar los cambios en la estabilidad de la estructura 
durante el proceso de maduración. Como procedimiento del estudio las partículas víricas 
de T7 se sometieron a condiciones de stress químico y físico. 
Para estudiar cambios ante stress químico las precabezas y las cápsidas maduras 
han sido sometidas a condiciones de agentes desnaturalizantes de proteínas. Ambas 
fueron tratadas con urea y GuHCl. Imágenes de TEM después del tratamiento mostraron 
que en las mismas condiciones las precabezas se desensamblan por completo mientras 
que las cápsidas mantenían su estructura original. Este resultado indica que el proceso de 
maduración aumenta la estabilidad química de la estructura de proteínas en el 
bacteriófago T7. 
Para observar si este aumento de estabilidad es reflejado en la repuesta elástica de 
las partículas se han caracterizado mecánicamente sus estructuras. Para ello se  han 
realizaron experimentos de nanoindentación. Ambas partículas muestran un 
comportamiento anisotópico en la respuesta elástica en los diferentes ejes de simetría de 
orientación: S5, S3 y S2. Además se ha observado que, precabezas y cápsidas exhiben los 
mismos valores de constante elástica, poniendo de manifiesto que ni el módulo de Young 
ni la constante elástica no son magnitudes físicas adecuadas para caracterizar la 
estabilidad mecánica. Por el contrario los experimentos de fatiga mecánica realizados en 
precabezas y cápsidas, indican que las precabezas presentan fracturas a un número de 
ciclos inferior que las cápsidas. Este resultado muestra que el proceso de maduración 
aumenta la resistencia de la estructura a la formación de fracturas.  
De este modo se ha establecido para el bacteriófago T7 una correlación 
fenomenológica entre fragilidad y estabilidad química. 
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La anisotropía encontrada en la respuesta elástica de las precabezas y las cápsida 
de T7 no ha podido ser explicada usando la teoría del continuo homogéneo e 
inhomogéneo. Por el contrario, los modelos discretos como CGM, han reproducido la 
tendencia de la anisotropía obtenida de forma experimental. Este resultado indica que la 
anisotropía en la respuesta elástica que posee la cápsida de T7, tiene su origen en la 
naturaleza discreta de su estructura.  
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4. BACTERIÓFAGO λ: LA PROTEÍNA gpD COMO MECANISMO DE 
ESTABILIZACIÓN 
4.1. Introducción 
El proceso de maduración en los virus tiene como finalidad la formación de una 
partícula con capacidad infectiva, el virión. Las cápsidas virales maduras son capaces de 
proteger y transportar el material genético (ADN o ARN de cadena doble o simple) 
durante el ciclo extracelular. Estas estructuras proteicas son el producto de una serie de 
transformaciones producidas en la estructura de las precabezas o procápsidas durante el 
proceso de maduración, que cambian dependiendo de la vía utilizada por el virus para 
desarrollar este proceso. 
En algunos virus el proceso de maduración conlleva una reorganización de los 
cápsomeros que forman la estructura y suele ir acompañado con un cambio en las 
dimensiones de la misma. Estos cambios en dimensiones son referidos a un aumento de 
volumen y una disminución en el grosor de la pared. Las trasformaciones `producidas en 
la estructura dependen de la vía de maduración utilizada por el virus. Las vías más 
comunes se caracterizan por un aumento de los enlaces covalentes “cross-linking” [1-3] 
como en el bacteriófago HK97, un aumento de las áreas de interacción entre las 
subunidades proteicas como en el bacteriófago T7 [4], una reorganización e inserción de 
dominios proteicos como en los bacteriófagos P22 [5] y Ф29 [6], o la inserción de nuevas 
proteínas que decoran la cápsida como en el caso de Adenovirus [7], bacteriófago T4 [8] y 
bacteriófago λ [9].  
Estudios previos, mediante caracterización con Microscopía de Fuerzas Atómicas, 
mostraron que la presencia del material genético en el interior de la cápsida puede inducir 
un aumento de la dureza de la estructura [10-12]. Trabajos relacionados con estudios de 
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maduración de virus han revelado que los cambios estructurales producidos durante este 
proceso son reflejados también en las propiedades mecánicas de la estructura, 
particularmente, los producidos durante la expansión de la precabeza o procápsida y la 
estabilización de la cápsida madura [13-15].  
A lo largo de los capítulos 2 y 3 se han explorado cambios en las propiedades 
mecánicas de dos bacteriófagos, φ29 y T7. Estos bacteriófagos difieren en el 
procedimiento de estabilización de la cápsida madura. El fago ɸ29, mantiene su volumen 
constante, inserta dominios entre proteínas y no presenta cambios en la respuesta 
elástica entre precabeza a cápsida madura; sólo por la presencia del material genético. El 
bacteriófago T7 se caracteriza por aumentar su volumen y las áreas de interacción entre 
proteínas, pero no presenta cambios en la respuesta elástica entre precabeza y cápsida 
madura. Ambos fagos presentan un comportamiento mecánico similar tras su 
maduración, puesto que la respuesta elástica de las partículas víricas no se ve modificada 
durante este proceso. Este comportamiento también ha sido observado en el fago HK97 
[14]. 
El bacteriófago λ inserta la proteína gpD para la estabilización de la estructura de la 
cápsida madura. Estudios previos indican que la proteína gpD es necesaria para poder 
llevar a cabo el empaquetamiento completo del material genético. Esta observación 
sugiere que  la proteína gpD proporciona la estabilidad suficiente a la estructura para 
poder soportar la presión interna provocada por el material genético [16, 17].  
Hasta el momento no ha sido estudiada la influencia que supone la incorporación 
de proteínas “cemento” para la estabilización de la cápsida madura desde el punto de 
vista mecánico. Por tanto, resulta interesante estudiar los efectos que produce la 
incorporación de la proteína gpD tanto en las propiedades mecánicas como en la 
estabilización de la estructura del fago λ.  
A lo largo de este capítulo, nos hemos centrado en el estudio de las propiedades 
mecánicas y estabilidad de las partículas víricas que aparecen durante el proceso de 
maduración del bacteriófago λ: procápsida, cápsida expandida, y cápsida decorada con la 
proteína gpD; para evaluar la eficiencia de este proceso. Esta caracterización ha sido 
realizada mediante el uso del AFM.  
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4.1.1. El bacteriófago λ 
El bacteriófago λ infecta a la bacteria Escherichia coli (E. coli) y fue descubierto por 
Esther Lederberg en 1950. El proceso de maduración en el bacteriófago λ comienza con la 
formación del portal, el cual está formado por 12 copias de la proteína gpB, posee forma 
de anillo dodecamérico y se sitúa en uno de los ejes de simetría quinarios (eje de simetría 
cinco) [18]. Sobre él y con la ayuda de las proteínas gpNu3 se ensambla una primera 
estructura en forma de icosaedro y número de triangulación T=7 denominada procápsida 
[19-21] (figura 4.1b). La procápsida posee un diámetro de 50 nm y un espesor de pared de 
4 nm. Tras empaquetar 15 kbp de material genético se induce la expansión de la 
procápsida a cápsida expandida. Esta estructura intermedia posee una forma icosaédrica 
de aproximadamente 65 nm de diámetro y 2 nm de espesor de pared y ha sido 
encontrada tanto en virus eucariotas como en procariotas [22, 23]. Durante la expansión 
se produce una reorganización de las proteínas de la estructura que conlleva un aumento 
de las áreas hidrofóbicas expuestas para alojar después la proteína gpD [9, 24]. Estudios 
recientes han demostrado que el cambio de procápsida a cápsida expandida puede 
inducirse in vitro mediante un tratamiento químico que consiste en someter a las 
procápsidas a condiciones específicas de urea, siendo esta transición reversible cuando se 
tratan con MgCl2 (figura 4.14a). 
La proteína gpD se coloca en los ejes de simetría 3 [25] decorando la nueva cápsida 
(figura 4.1c). Estudios previos muestran que la proteína gpD es esencial para poder 
empaquetar el material genético [26]. 
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El virión del bacteriófago λ posee una cápsida icosaédrica de aproximadamente 65 
nm de diámetro y 2 nm de espesor de pared [9]. La estructura proteica de la cápsida está 
formada por 405 unidades de la proteína mayoritaria gpE, cuyo ensamblado muestra un 
número de triangulación T=7, y por, las 415 copias de la proteína gpD. Este bacteriófago 
presenta una cola de 173 nm de longitud [27] situada en uno de los vértices quinarios del 
icosaedro (figura 4.1d) y empaqueta un total de 48.5Kbp de ADN de cadena doble.  
 
Figura 4.1: Maduración del bacteriófago λ: a) Esquema del proceso de maduración de la estructura del 
bacteriófago λ. El proceso de expansión de la procápsida a cápsida expandida puede inducirse in vitro 
cuando se trata con urea, siendo un proceso reversible. b) Imagen de cryo-EM [EMDB 1507-5012] de la 
estructura de la procápsida del bacteriófago λ [9]. c) Esquema de la estructura de la cápsida decorada con 
proteína gpD (naranja) del bacteriófago λ, obtenida de la galería de imágenes del laboratorio del Profesor 
G.C. Lander [28]. d) Imagen de cryo-EM-del bacteriófago λ. En la imagen se observan dos virus, con y sin 
material genético (cápsida oscura y clara, respectivamente) [29]. En ambos virus puede distinguirse la cola, 
situada en uno de los ejes de simetría cinco de la estructura. 
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4.2. Caracterización de las propiedades mecánicas del bacteriófago λ 
La mayoría de los estudios realizados sobre la maduración del bacteriófago λ han 
utilizado técnicas de “bulk” como cryo-EM y TEM [9, 24]. Estos trabajos se han centrado 
en estudiar los cambios estructurales producidos en la cápsida de dicho fago a lo largo de 
este proceso. Los cambios más significativos que se producen son en el volumen y en el 
grosor de la cubierta proteica. Estos cambios son la consecuencia de una serie de 
reajustes en los estados conformacionales de las unidades proteicas de la estructura [18] 
que le confieren nuevas propiedades químicas y físicas. Los reajustes producidos a lo largo 
de este proceso deberán proporcionar una mayor estabilidad a la estructura de la cápsida 
para soportar la presión interna inducida por el ADN empaquetado y a las condiciones 
fisicoquímicas que se dan en la etapa extracelula del ciclo viral como son: cambio de pH, 
temperatura, fuerza iónica, procesos de deshidratación, etc. 
Como hemos mencionado durante el proceso de maduración la cápsida del 
bacteriófago λ presenta tres formas de estructural diferentes: procápsida, cápsida 
expandida y cápsida decorada con proteína gpD. Datos de cryo-EM muestran que durante 
la expansión de la procápsida aumentan el número de parches hidrofóbicos expuestos. 
Estos parches hidrofóbicos serán sitios de nucleación para la proteína gpD, siendo su 
función estabilizar la estructura de la cápsida expandida para poder empaquetar el 
material genético. A priori todo parece indicar que el estado intermedio (cápsida 
expandida) presenta poca estabilidad estructural. Las micrografías de microscopio 
electrónico (EM) muestran que la mayoría de estas cápsidas se rompen durante la 
preparación de las rejillas para su observación [30]. Por el contrario, las procásidas y las 
cápsidas decoradas con proteína gpD muestran inalteradas durante este proceso. 
La caracterización de las propiedades mecánicas y estabilidad de estas estructuras 
mediante la Microscopía de Fuerzas Atómicas (AFM), pretende ser una herramienta para 
comprender y justificar la falta de estabilidad en las cápsidas esxpandidas. 
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4.2.1. Caracterización de la respuesta elástica 
Estudios previos con AFM han mostrado que algunos virus presentan diferencias 
en la respuesta elástica de la cápsida en función de la etapa del ciclo viral en que se 
encuentren. Los cambios más notables han sido observados en partículas que contienen 
el material genético. Los viriones presentan una constante elástica mayor que las cápsidas 
vacías. El material genético produce un reforzamiento en la estructura a través de dos 
posibles mecanismos; bien por reforzamiento estructural o bien por presión interna [10-
12]. A pesar de esto, también se ha visto que las partículas víricas que aparecen durante el 
proceso de maduración y que no contiene material genético, también pueden variar su 
elasticidad, fragilidad o módulo de Young. Estas alteraciones se asocian con las 
modificaciones que se producen en la cápsida para garantizar un aumento de la 
estabilidad [13-15]. El efecto inducido en las propiedades mecánicas por la adición de 
proteínas a la estructura de la cápsida no ha sido explorado hasta el momento en virus. 
Para estudiar este proceso se realizaron experimentos de nanoindentación con el 
AFM en las distintas partículas víricas del bacteriófago λ: procápsida, cápsida expandida y 
cápsida decorada con gpD. Todas ellas fueros depositados en un sustrato de HOPG (ZYA 
NTMDT) según la metodología explicada en el Apéndice I.  
Una vez adsorbidas sobre el sustrato, las partículas fueron observadas y 
reconocidas utilizando Jumping Mode-AFM en condiciones fisiológicas [31, 32]. La fuerza 
aplicada durante la exploración fue inferior a 90 pN. Las imágenes de topografía obtenidas 
con el AFM muestran que las características topográficas para cada una de ellas 
concuerdan con las descritas en las reconstrucciones de cryo-EM [9, 24]. Esto indica que la 
interacción con el sustrato no modifica su estructura. En la figura 4.2a se muestra un 
ejemplo de los perfiles topográficos a lo largo de las secciones de las partículas víricas y en 
la figura 4.2b se muestra el valor promedio de los perfiles realizados sobre 20 partículas 
de cada especie (procápsida, cápsida expandida y cápsida decorada con gpD). Además, se 
observa que es posible distinguir las unidades morfológicas que forman estas estructuras, 
pentámeros y hexámeros (figuras 4.2c-e). Resulta interesante que la adición de la proteína 
gpD sobre la cápsida expandida cambia la apariencia granulada de la misma, ya que 
dificulta la identificación de estas unidades morfológicas. 
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Figura 4.2: Partículas víricas del bacteriófago λ. a) Perfil topográfico realizado sobre la sección de cada 
partícula: procápsida (negro), cápsida expandida (rojo) y cápsida decorada con gpD (azul). b) Histograma de 
las alturas medias (medias ± SD) obtenidas para procápsidas, cápsidas expendidas y cápsidas decoradas con 
gpD. c-e) Imágenes de AFM de las partículas víricas c) procápsida, d) cápsida expandida y e) cápsida 
decorada con gpD. En algunas de estas imágenes de topografía es posible identificar las unidades 
morfológicas que constituyen la cubierta proteica. 
 
Procápsidas, cápsidas expandidas y cápsidas decoradas con proteína gpD fueron 
sometidas a indentaciones para obtener información sobre la respuesta elástica y la 
fuerza necesaria para fracturar su estructura. 
Las indentaciones son aproximadamente de 2-4 nm de longitud. Este tipo de 
indentaciones producen deformaciones dentro del régimen elástico lineal de la estructura 
de la cubierta proteica [33, 34]. El valor de la constante elástica de muelle se obtiene a 
partir de la pendiente de la curva F vs. I como se explicó en el capítulo 1.  
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Por otro lado, curvas F vs. I lo suficientemente grandes pueden producir defectos 
estructurales y fracturas [35, 36]. Los primeros nanómetros de estas curvas presentan un 
comportamiento lineal, por lo que también se puede extraer información acerca de la 
respuesta elástica. Estas curvas exhiben un cambio repentino en la pendiente cuyos picos 
son atribuidos, generalmente, con la fuerza de ruptura. Recientes trabajos han 
demostrado que el pico de fuerza previo a un decaimiento brusco en la pendiente de las 
curvas F vs. I no siempre puede ser atribuido a una ruptura de la estructura. Curvas con 
comportamiento similar pueden estar relacionadas con deformaciones reversibles, 
resbalones e incluso rotaciones de la partícula [15, 37, 38]. Por este motivo fueron 
consideradas sólo aquellas curvas que, tras efectuarlas, la estructura de la partícula 
mostrara evidencias de fractura. 
Se caracterizaron 16 procápsidas, 15 cápsidas expandidas y 15 cápsidas decoradas 
con gpD. Todas ellas fueron escaneadas al menos 3 veces antes de indentarlas para 
comprobar tanto una perfecta adsorción en el sustrato como su integridad estructural. 
Del mismo modo, una vez realizada la nanoindentación fueron examinadas para evaluar el 
alcance del daño producido. En las figuras 4.3a-c se muestran imágenes de una procásida, 
una cápsida expandida y una cápsida decorada con gpD, antes y después de la 
indentanción. 
El análisis de las curvas muestra que las procápsidas presentan un valor de 
constante elástica de 0.12 ± 0.01 N/m y una fuerza de fractura de 0.48 ±0.03 nN. Las 
cápsidas expandidas poseen una constante de 0.11 ± 0.02 N/m y fuerza de fractura de 
0.37 ± 0.02 nN/m y las cápsidas decoradas con gpD una constante elástica de 0.20 ± 0.02 
N/m y una fuerza de fractura de 0.88 ± 0.07 nN. Los valores mostrados corresponden a la 
media ± Desviación Estándar (figuras 4.3d y e). 
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Figura 4.3: Rigidez y fuerza de fractura. a) Imágenes de AFM de una procápsida, (a1) antes y (a2) después 
de la fractura. b) La misma descripción que en (a) para la cápsida expandida. c) La misma descripción que en 
(a) para la cápsida decorada con gpD. d) Una comparación de las curvas de F vs. I realizadas en cada 
partícula vírica. e) Comparación de la (media ± Desviación Estándar) de la fuerza de fractura y la dureza de 
las de partículas víricas. 
 
Las procápsidas y las cápsidas expandidas presentan una respuesta elástica similar. 
Este resultado es consistente con el hecho de que el proceso de expansión sea reversible, 
dado que un aumento de la respuesta elástica podría dificultar la contracción de la misma 
tras someterla a condiciones de MgCl2. Por otro lado la fuerza de ruptura es menor en las 
cápsidas expandidas que en las procápsidas. 
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Aplicando la teoría de la eslasticidad de medios continuos en la aproximación de 
Thin Shell (ecuación 4.1) a la geomtría de las partículas víricas del bacteriófago λ [33, 35] 
se obtiene que el mólulo de Young (E) de la cápsida expandida es proximadamente 5 
veces mayor que el de la procápsida.. 
    
  
   
                            (4.1) 
             ECE = 5∙EP                              (4.2) 
 Donde k es la constante elástica, R es el radio, h es el grosor y α es el coeficiente 
de Poisson de la cubierta proteica. Para la procápsida kP = de 0.12 ± 0.01 N/m, RP =25 nm y 
hP= 4nm y para la cápsida expandida KCE = de 0.11 ± 0.02 N/m, RCE =32.5 nm y hCE= 2nm. 
Cambios en el módulo de Young durante la maduración también han sido 
observados en el bacteriófago HK97 [3, 14].  
Se deduce que el proceso de expansión aumenta la fragilidad, indicando que la 
cápsida expandida es un estado intermedio no estable. Este resultado es consistente con 
lo observado en las micrografías de TEM. Se puede decir entonces que el principal 
objetivo de la expansión es aumentar el volumen de la estructura proteica y exponer los 
parches hidrofóbicos para la nucleación de la proteína gpD. 
Por el contrario las cápsidas decoradas con proteína gpD muestran un aumento 
significativo en la constante elástica respecto a los valores obtenidos para las procápsidas 
y cápsidas expandidas, como se observa en la figura 4.3e. Además, la incorporación de la 
proteína gpD no sólo produce un aumento en la dureza, sino que también, en la fuerza 
de fractura de la estructura. Este resultado sugiere que la proteína gpD estabiliza la 
cápsida para poder soportar la presión interna originada por el ADN de cadena doble 
empaquetado [16, 17]. 
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4.2.2. Experimentos de fatiga mecánica 
Se ha observado que a lo largo del proceso de la maduración en el bacteriófago λ 
se produce un aumento en la dureza de la cápsida tras la incorporación de la proteína 
gpD. Este comportamiento no ha sido observado en otros fagos parecidos 
morfológicamente como HK97 o T7. A pesar de esto, estos fagos aumentan la estabilidad 
de la cápsida durante este proceso [14, 15]. Como ha sido demostrado de forma detallada 
en el capítulo 3 para el bacteriófago T7, la dureza no tiene por qué ser indicador de 
estabilidad mecánica. 
Se decidió por tanto investigar sobre la estabilidad de las tres partículas víricas, 
procápsida, cápsida expandida y cápsida decorada con proteína gpD, para evaluar posibles 
cambios. Los ensayos de fatiga mecánica son comúnmente usados para caracterizar la 
estabilidad de los materiales con dimensiones en la escala macromolecular, pudiendo ser 
adaptados a la escala nanomética.Experimentos de fatiga mecánica han sido utilizado 
previamente para las examinar las diferencias que existen durante el desensamblare de 
las partículas víricas del Adenovirus [39, 40]. 
Las partículas fueron sometidas a ciclos de carga a fuerza constantes, siendo el 
valor de esta fuerza inferior a la de fractura. El número de ciclos necesarios para producir 
el primer daño estructural proporciona información sobre la estabilidad de los 
capsómeros. El método que se ha utilizado consiste en realizar un muestreo 
ininterrumpido de cada partícula usando el modo Jumping Mode plus AFM [32]. Este 
modo de medida de AFM está basado en la realización de curvas F vs. Z, a fuerza 
controlada, en cada uno de los puntos de muestreo, siendo el número estos del orden de 
miles para escanear un virus. Cada ciclo de carga (F vs. Z) produce una deformación en la 
cápsida. El alcance de la deformación producida viene determinada por la fuerza aplicada 
en cada ciclo y la constante elástica de la misma. Se eligió una fuerza de muestreo de 100 
pN basándonos en los valores de constante elástica que las partículas víricas presentan. 
Para este valor de fuerza la deformación producida por cada ciclo es menor de 1nm y 
entro del régimen elástico. Se estudiaron 7 procásidas, 7 cápsidas expandidas y 8 cápsidas 
decoradas con gpD. 
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Figura 4.4: Estabilidad y fatiga mecánica. Selección de imágenes de las películas obtenidas durante los 
experimentos de fatiga mecánica realizados sobre procápsidas, cápsidas expandidas y cápsidas decoradas 
con gpD. (#) Hace referencia al número de imagen adquirida durante el experimento. a) procápsida a 100 
pN de fuerza, b) cápsida expandida a 100pN de fuerza y c) cápsida decorada con gpD a 120 pN de fuerza. Las 
líneas de puntos en las imágenes #1 muestran la zona donde se estudiará la evolución de la topografía 
mostrada en la figura 4.5. 
 
 En la figura 4.4a se muestra un ejemplo de los experimentos de fatiga mecánica a 
100 pN de fuerza realizado sobre una procápsida. Se muestran las imágenes (#) tomadas 
al comienzo del experimento, después de producir el primer daño estructural y después 
del colapso de la cápsida. La procápsida fue dañada después de seis imágenes 
consecutivas (#7) y su estructura colapsó después de 11 imágenes (#12). Las figuras 4.4b y 
c muestran el mismo experimento realizado para una cápsida expandida y una cápsida 
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decorada con gpD a 100 pN y 120 pN de fuerza, respectivamente. En estos experimentos 
se observa que la cápsida expandida y la decorada con gpD presentan su primer defecto 
estructural para un número de imágenes de 18 y 21, respectivamente. Para el caso de las 
cápsidas decoradas con proteína gpD se aumentó la fuerza a 120 pN debido a que 100 pN 
son insuficientes para producir daños estructurales en un periodo de tiempo de 
experimento razonable. 
 De los múltiples experimentos realizados se observa un comportamiento común 
en el proceso de fatiga para los tres tipos de partículas víricas. Primero se produce un 
defecto debido a la pérdida o hundimiento de alguno/s capsómero/s, el cual muestra ser 
el origen de la fractura o fisura que se propaga por toda la cápsida hasta producir el 
colapso de la misma. El procedimiento por el cual se desarrolla este proceso parece ser 
diferente al que se ha observado en virus eucariotas. En Adenovirus se observó la pérdida 
progresiva de los pentones antes de que la fisura se propagara por la estructura [39, 40]. 
Este comportamiento observado en las partículas del fago λ puede ser entendido 
teniendo en cuenta que durante el proceso de infección, los bacteriófagos abandonan la 
cápsida vacía en el medio extracelular, sin ser necesario su desensamblase para poder 
liberar el material genético ocurre para los virus eucariotas. 
 Para cuantificar la diferencia existente entre cada tipo de partícula viral se 
analizaron los cambios de topográficos producidos en cada una de la imágenes adquiridas 
durante los experimentos de fatiga mecánica. De esta forma se puede conocer el 
momento en el cual la estructura de la partícula fue alterada. La figura 4.5a muestra la 
evolución temporal de la topografía a lo largo de una línea de muestreo en las tres 
partículas víricas de la figura 4.4. Los perfiles realizados sobre estas imágenes (líneas 
punteadas en figura 4.5a) nos proporcionan información acerca de la cinética del proceso 
(figura 4.5b). Se deduce que las procápsidas muestran defectos estructurales y colapsan 
para un número inferiros de imágenes que las cápsidas expendidas y las decoradas con 
gpD. Además se observa que una fuerza de 100 pN para cada ciclo de carga no es 
suficiente para crear defectos o fracturas en las cápsidas decoradas con gpD. Estas 
estructuras permanecían inalteradas tras cinco horas de experimento. Por ese motivo, se 
decidió aumentar la fuerza aplicada en cada ciclo a 120 pN. Se cuantificaron el número de 
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ciclos de carga (#) aplicados antes de producir el primer daño estructural para cada una de 
las 22 partículas estudiadas. La figura 4.5c muestra un histograma de los valores medios 
del número de ciclos aplicados a cada tipo de partícula. Mientras que las cápsidas 
decoradas con proteína gpD resisten tras 1.8x105 ciclos de 120 pN, las procápsidas y 
cápsidas expandidas resisten para 0.4x105 y 1.1x105  ciclos de 100 pN, respectivamente.  
Figura 4.5: Fatiga mecánica: a) Imágenes de la evolución en topografía obtenidas a lo largo de la línea 
punteada blanca para las partículas mostradas en la figura 4.4 durante los experimentos de fatiga mecánica. 
b) Comparación de la evolución de la alturas a lo largo del tiempo para procásidas (puntos negros, 100pN), 
cápsida expandida (puntos rojos, 100pN) y cápsida decorada (circunferencias azules, 100pN y puntos azules, 
120pN). c) Histograma del número de ciclos de carga necesarios para producir el primer daño estructural 
sobre la procápsida (negro), cápsida expandida (rojo) y cápsida decorada con gpD (azul). 
 
Estos resultados indican que la adición de la proteína gpD aumenta la resistencia 
de la estructura frente a fracturas.  
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Hemos de tener en cuenta que las cápsidas de las partículas virales durante el ciclo 
viral están sometidas a múltiples y continuadas colisiones con las moléculas del medio 
cuya energía promedio es del orden de ≈3/2 kBT. Los ciclos de carga a fuerza constante 
aplicados en los experimentos de fatiga mecánica pueden comparase con los impactos 
moleculares que sufren estas estructuras como consecuencia del molecular-crowding 
durante el ciclo vírico. La energía aplicada por la punta durante cada ciclo es del orden de 
10 kBT, como se muestra en la figura 4.6, donde kB es la constante de Boltzmann y T=300 
K.  
Durante el ciclo vírico podemos distinguir dos etapas importantes, la intracelular y 
la extracelular. Tanto las procápsidas como la cápsidas expandidas se localizan en la etapa 
intra-celular (citoplasma de la bacteria). Por el contrario, las cápsidas expandidas 
decoradas con gpD se localizan en la etapa extracelular. 
Podemos utilizar la viscosidad ƞ como un parámetro indirecto para evaluar el 
molecular crowding. A partir del coeficiente de difusión del GFP (Green Fluorescent 
protein) en el citoplasma de E.coli [41], y usando la ecuación de difusión (ecuación 4.3), se 
ha estimado que el coeficiente de viscosidad en el citoplasma es ƞcitoplasma ≈ 0.15 P, cuyo 
valor es 15 veces mayor que el del agua (ƞagua≈ 0.01 P). La bacteria E. coli se localiza en el 
sistema digestivo del ser humano y algunos vertebrados. El coeficiente de viscosidad del 
fluido formado por la bilis, el jugo pancreático y lípidos emulsionados que se produce en 
el duodeno (quilo) tiene un valor de ƞquilo ≈ 1 P [42].  
 
  
   
    
                       (4.3) 
Donde KB es la constate de Boltzman, T la temperatura, R el radio de la partícula y 
D es el coeficiente de difusión del medio. 
Por tanto la viscosidad del quilo, donde se encuentra la cápsida expandida 
decorada con proteína gpD, es mucho mayor que la viscosidad del citoplasma bacteriano. 
Esto podría explicar el resultado encontrado en los experimentos de fatiga mecánica. Se 
observa un aumento en la estabilidad de las cubiertas proteicas durante el proceso de 
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maduración, siendo la cápsida expandida y decorada con proteína gpD es la estructura 
más estable.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.6: Energía. Estimación de la energía aplicada por cada uno de los ciclos de fuerza realizados en los 
experimentos de fatiga mecánica para cada una de las partículas. En color azul para procápsidas y cápsidas 
expandidas y en verde para cápsidas decoradas con proteína gpD. 
 
La proteína gpD sobre la superficie de la estructura de la cápsida expandida 
produce un comportamiento similar al que se observa en el fago HK97 cuando introduce 
cross-linking entre las subunidades proteicas. Sin embargo, mientras que la fuerza de 
ruptura aumenta también en el baceteriófago HK97 durante el proceso de maduración, 
no han sido observados cambios en la dureza como en el bacteriófago λ. Por tanto, se 
deduce que las interacciones no-covalentes de las proteínas gpD con la cápsida parecen 
ser más efectivas para estabilizar la estructura que el proceso de cross-linking observado 
en el fago HK97. 
  
0 2
0.0
0.1
0.2
F
u
e
rz
a
 (
n
N
)
Indentación (nm)
 Procápsida 100 pN
 Decorada gpD  120 pN
 11KBT
 9KBT
Bacteriófago λ: La proteína gpD como mecanismo de estabilización 4 
 
161 
 
4.3. Resumen y conclusiones 
A lo largo de este capítulo se ha caracterizado mecánicamente el bacteriófago λ. 
Este virus se caracteriza por presentar un proceso de maduración cuyo proceso de 
estabilización de la estructura es diferente al de los fagos T7 y φ29, estudiados en los 
capítulos 2 y 3. Este proceso se caracteriza por incluir una proteína de refuerzo (gpD) tras 
expandirse la procápsida. Es conocido que la presencia de esta proteína es imprescindible 
para el completo empaquetamiento del material genético. 
Desde un punto de vista bioquímico los cambios estructurales que se producen en 
la cápsida para incluir esta proteína de decoración gpD han sido muy estudiados. Aunque 
se ha sugerido que la presencia de la proteína gpD produce un aumento de estabilidad 
química, nada se sabía acerca de la estabilidad mecánica que esta proteína induce.  
Los experimentos de caracterización mecánica con el AFM en las partículas virícas 
que aparecen durante la maduración de este bacteriófago: procápsida, cápsida expandida 
y cápsida decorada con gpD, han permitido estudiar los cambios que se producen a lo 
largo de este proceso. En particular, se han centrado en la caracterización de la constante 
elástica (k) con indentaciones, y en el estudio de la estabilidad mecánica con 
experimentos de fatiga. 
De los experimentos de nanoindentación se deduce que en el proceso de 
expansión no aumenta dureza de la estructura, pero si la fragilidad de la cápsida. Este 
resultado indica que, la cápsida expandida es un estado intermedio no estable, en 
acorde con el hecho de que estas estructuras puedan contraerse y expandirse de forma 
reversible. El principal objetivo de la expansión es aumentar el volumen de la cápsida y 
exponer los parches hidrofóbicos para la nucleación de la proteína gpD. Además la adición 
de proteína gpD aumenta la constante elástica de la cápsida. Este comportamiento no ha 
sido observado durante maduración en otros bacteriófagos. La incorporación de la 
proteína gpD produce no sólo un aumento en la dureza, sino también, en la fuerza de 
fractura de la estructura.  
Los experimentos de fatiga mecánica han mostrado que es necesario aplicar un 
mayor número de cargas cíclicas para producir un daño estructural en las cápsidas 
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decoradas con proteína gpD. Además, la magnitud de esta fuerza es superior (120 pN) a 
la aplicada en cada ciclo sobre las procápsidas y cápsidas expandidas (100 pN). La 
incorporación de la proteína gpD aumenta la resistencia de la estructura. Este aumento 
indican que la finalidad del proceso de maduración en el bacteriófago λ es el desarrollo de 
una estructura capaz de, por un lado, soportar altas presiones procedentes del material 
genético empaquetado, y por otro, ser lo suficientemente resistente frente a condiciones 
fisicoquímicas extremas. 
La adición de proteínas gpD para aumentar la estabilidad mecánica de la cápsida 
vírica parece ser un mecanismo más efectivo que los observados en otros fagos (i.e, 
cross-linking, aumento de áreas de contacto, o inserción de dominios). 
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5. MAPAS DE PROPIEDADES FÍSICAS DEL BACTERIÓFAGO ɸ29: 
MULTI-ARMÓNICOS 0+1+2 
5.1. Espectroscopia e imagen mediante AFM 
Como hemos visto en los capítulos anteriores, el estudio de las propiedades del 
material de la estructura de los virus (constante elástica, dureza, estabilidad mecánica, 
densidad de carga superficial, etc) proporcionan información que permite entender la 
relación que existe entre la estructura y la función biológica [1-4]. El método convencional 
de medida de alguna estas de magnitudes mediante el uso del microscopio de fuerzas 
atómicas, como es la constante elástica, ha consistido en realizar curvas estáticas F vs. Z 
para producir pequeñas deformaciones (nanoindentaciones) en la estructura de las 
cápsidas víricas [5]. En los últimos años, se han buscado nuevos modos de operación del 
AFM que permitan obtener en “tiempo real” (mientras se adquieren imágenes) mapas de 
propiedades locales en biomoléculas y autoensamblados de las mismas. Por eso, los 
métodos convencionales quasi-estáticos basados en la realización de curvas F vs. Z como 
el JM (Jumping Mode) [6, 7], Force Volumen [8] y Peak Force QNM [9, 10] intentan 
evolucionar hacia la obtención de mapas de propiedades físicas. Se han desarrollado 
también nuevas aproximaciones en los modos dinámicos que permiten interpretar, de 
forma cuantitativa, propiedades del material a partir de las magnitudes fundamentales 
como son: los cambios de fase y de la amplitud en el modo dinámico de modulación en 
amplitud (Amplitude Molulation-Atomic Force Microscopy, AM-AFM) [11], o los cambios 
en la disipación medidos en el modo dinámico de modulaciónen en frecuencia (Frequency 
Modulation–Atomic Force Microscopy, FM-AFM) [12, 13]. 
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El modo con modulación en amplitud (AM-AFM) proporciona, en primera 
aproximación, información del estado fundamental de oscilación de la micropalanca que 
viene descrito por los observables A1 y Ø1 (amplitud y fase, respectivamente). Sin 
embargo, la señal de deflexión del micropalanca contiene información adicional que no 
está incluida en el modo fundamental. En los últimos años se han desarrollado nuevas 
aproximaciones que van más allá de considerar el modo fundamental de oscilación y 
vibración de la micropalanca. Los modos de vibración superiores usando el modo 
bimodal-AM-AFM y los armónicos excitados usando la aproximación los multi-armónicos 
0+1+2 permiten obtener mapas de propiedades físicas del material.  
La aproximación bimodal ha sido descrita detalladamente por grupo del Profesor 
Ricardo García en los últimos años. En esta aproximación la micropalanca se excita a las 
frecuencias de resonancias de los dos primeros modos flexurales de vibración. La 
micropanca se describe como un objeto continuo bidimensional y por tanto aparecen 
infinitos modos de vibración descritos por la ecuación de Euler–Bernoulli [14]. Además 
permite un aumento de la resolución lateral y contraste en la componente conservativa 
[15]. 
En la aproximación multi-armónicos la micropalanca se considera dentro del 
modelo unidimensional o modelo de masa puntual. En este modelo la micropalanca es 
considerada como un muelle. La ecuación que describe la dinámica de la micropalanca 
bajo la acción de la interacción entre la punta y la muestra corresponde a la de un 
oscilador armónico no lineal amortiguado que da lugar a la aparición de diferentes 
armónicos. En contraste con la aproximación bimodal que considera la micropalanca 
como un objeto continuo con infinitos modos de vibración, la aproximación de multi-
armónicos se centra en los estudio de los armónicos de un muelle excitados por la no 
linealidad en la fuerza de interacción entre la punta y la muestra, (en inglés Interation tip-
sample Force, Fts). 
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En este capítulo se propone la teoría de los multi-armónicos 0+1+2 AFM, 
desarrollada por el Profesor Arvind Raman y aplicada anteriormente en estudios con 
células para la obtención de mapas cuantitativos de sus propiedades a nivel local [16]. 
Mediante el uso del modo de operación dinámico en AM-DAFM y aplicando esta teoría 
multi-armónicos 0+1+2 se pretende obtener, no sólo imágenes de topografía con alta 
resolución, sino mapas locales de propiedades de material dentro de los virus individuales 
en condiciones fisiológicas. La teoría de los multi-armónicos 0+1+2 considera una 
micropalanca operando en modo dinámico de amplitud modulada (AM-DAFM), que 
interacciona de forma discontinua con la superficie de un virus. La no linealidad en la 
dinámica de la micropalanca debido al contacto intermitente con la muestra, produce la 
excitación de los armónicos consecutivos del estado fundamental de oscilación de la 
misma. Los observables fundamentales de estos armónicos (amplitud y fase) pueden ser 
relacionados y descritos en términos de Fts, mediante expresiones matemáticas sencillas. 
Estas fuerzas de interacción dependen, a su vez, de las propiedades del material como 
son: la constante elástica, la viscosidad intrínseca y la fuerza de adhesión.  
Esta nueva interpretación de los observables aplicando la teoría de los multi-
armónicos en AFM permite explorar dos hechos importantes. Por un lado, la no linealidad 
de las fuerzas Fts debido a presencia de interacciones electrostáticas, de elasticidad y de 
fuerzas de hidratación en la superficie del virus. Estas fuerzas Fts permiten que la señal de 
los armónicos de frecuencia 0ω, 1ω y 2ω sean amplificadas y sus observables fácilmente 
detectados. Por otro lado, la micropalanca es osciladamagnéticamente. La fuerza Lorentz 
que experimenta la micropalanca para ser oscilada está bien definida, y las amplitudes y 
fases (A0, A1, A2, Ø1 y Ø2) de los armónicos excitados pueden ser relacionadas de forma 
directa con la fuerza Fts entre la punta y la muestra. 
En este capítulo se aplicará la teoría de los multi-armónicos 0+1+2 al bacteriófago 
φ29. Este bacteriófago ha sido descrito y caracterizado mecánicamente en el capítulo 2 
mediante el uso de modos de operación cuasi estáticos de AFM. Debido a su simplicidad y 
a los conocimientos que se tenían del mismo, se decidió aplicar la teoría de multi-
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armónicos 0+1+2 y obtener mapas cuantitativos de las propiedades locales para 
complementar los estudios ya realizados.  
Los resultados mostrados a lo largo de este capítulo fueron obtenidos gracias a la 
colaboración realizada con el grupo del Profesor Arvind Raman; que adaptó la teoría de 
multi armónicos 0+1+2 para aplicarla a los virus [17]. 
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5.2. Teoría de Multi-armónicos 0+1+2 
El uso de la teoría de Multi-armónicos 0+1+2 promete ser una herramienta 
potente para la obtención de mapas a nivel local de propiedades de sistemas biológicos 
de tamaño nanométrico, como son los virus.  
En los últimos años, la caracterización de las propiedades mecánicas de partículas 
víricas ha consistido en la realización de curvas de nanoindetanción, obteniendo un valor 
promedio del valor de la constate elástica de las mismas. Los métodos cuasi estáticos 
basados en nanoidentaciones y modos dinámicos han sido también utilizados para el 
estudio de propiedades físicas de virus. Estos métodos han permitidos obtener 
únicamente mapas cuantitativos de propiedad mecánicas, como son la elasticidad (k) o el 
módulo de Young (E). 
Como un intento de mejora de la información obtenida mediantes modos 
dinámicos se propone la teoría de multi-armónicos 0+1+2. Mediante el uso de esta teoría 
es posible obtener de manera simultánea mapas de alta resolución de propiedades como 
son la elasticidad, la viscosidad y la fuerza de adhesión en partículas víricas aumentado el 
grado de aportación en comparación con los métodos convencionales. 
En la figura 5.1 se muestra un esquema representativo de los fundamentos en los 
que se desarrolló la teoría multi-armónicos 0+1+2. Se representa una micropalanca 
oscilando a una frecuencia ω en régimen de contacto intermitente. Los armónicos de la 
fuerza de interacción entre la punta y la muestra son excitados debido a la no linealidad 
de la interacción. La fuerza Fts se puede expresar como una expansión de términos de 
Fourier. 
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Durante el experimento se registrarán los observables de los nω armónicos (A0, A1, 
A2, Ø1 y Ø2) que serán analizados y tratados para cada experimento. De estos observables 
se obtendrán los mapas de los armónicos de la fuerza de interacción que a su vez se 
relacionan con las propiedades del material como se indica en la figura 5.1. 
 
Figura 5.1: Los armónicos nω de la micropalanca son excitados por el contacto intermitente con un virión 
de ɸ29 y el sustrato. Debido a la no linealidad de las fuerzas de interacción entre la punta y la muestra los 
los armónicos nω de Fts, son excitados. Las fuerzas son filtradas con una función de transferencia, (en inglés 
Transfer Funtion) y como resultado se obtiene la respuesta de los 0ω, 1ω y 2ω del espectro de vibración de 
la micropalanca. 
 
Se consideran las ecuaciones que gobiernan el movimiento de la micropalanca 
oscilando con una amplitud pequeña (A1) en torno a su frecuencia de resonancia (ωfar). 
Cuando la punta está cerca de la superficie comienza a notar las fuerzas de interacción 
Armónicos Observables
Ao, A1, Ø1 , A2, Ø2 
Fuerzas de Interacción
0 1 1 2 2
, , , , ,, , , ,ts CONS ts DISS tsCONS tsCONS ts DISSF F F F F
Propiedades del Material
Fadh, Keff, Ƞeff
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durante parte de su oscilación. El movimiento de la micropalanca q (t) viene descrito por 
las ecuaciones: 
 ̈
    
    
 ̇
        
 
         (  )    (     )̇
     
                (5.1) 
                              
          
    
                                 (5.2) 
                   (     ̇)            (   )          (     )̇   (5.3) 
Donde kcant es la constante elástica de la micropalanca, ωfar es la frecuencia, Qfar el 
factor de calidad natural y Fts es la fuerza de interacción entre la punta y la muestra y Z es 
el desplazamiento del piezo. Los parámetros ωfar y Qfar son medidos cuando la 
micropalanca está lejos de la muestra (~5 μm). La fuerza Fts puede descomponerse en sus 
dos términos Fts,CONS y Fts,DISS, conservativo y disipativo respectivamente. Para nuestros 
experimentos se utilizó una micropalanca BL-TR-400PB (Olympus, Tokio, Japón) con radio 
punta de 50 nm y con kcant = 0.09 N/m, Qfar = 1.8, ωfar = 8.4 kHz en medio líquido. La 
micropalanca se oscila usando el modo de excitación magnética (iDriveTM, Asylum 
Research, Santa Barbara, CA, USA) y a una amplitud de oscilación A1far≈4nm. 
Las ecuaciones de movimiento de la micropalanca también pueden ser descritas 
en función de las componentes de los nω armónicos, n = 0, 1 y 2 por las ecuaciones: 
 
                     ( )          (     )       (      )      (5.4) 
                               ̇       ( )      (         )             (5.5) 
                                                                             (5.6) 
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Figura 5.2: a) Resprese ntación de una micropalanca oscilando en medio líquido. b) Historia del movimiento 
que realiza la micropalanca mostando la presencia de las componentes no conservativas y conservativas de 
la fuerzas de interación entre la punta y la muestra, Fts. 
 
Puesto que Fts es considerada periódica como el movimiento de la micropalanca y 
no lineal, se pueden obtener los n-ésimos coeficientes de Fourier. 
 
   (   ( )  )̇           
  ∑         
  
      (  )  ∑        
  
       (  )  (5.7a) 
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Donde         
   y        
  son los n-ésimos coeficientes de Fourier de las fuerzas de 
interacción conservativas y disipativas. En régimen de contacto intermitente Fts,CONS(θ) es 
simétrica en θ=3π/2 mientras que Fts,DISS(θ) es anti simétrica (figura 5.2) [16]. 
Sustituyendo las ecuaciones 5.5 y 5.7a en la ecuación 5.3, se obtienen las 
relaciones entre las conmponentes de la fuerza Fts  y los observables de los armónicos. 
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Tabla 5.1: Relación de los n= 0, 1,2 coeficientes de Fourier de Fts con los observables de los armónicos (A0, 
A1, A2, Ø1 y Ø2). 
 
Como se mencionó en el capítulo 1 para una micropalanca con una constante 
elástica pequeña, en medio líquido, tanto el factor de calidad Q como la frecuencia 
natural ω de la misma decrecen. Estas magnitudes ω, Q y la amplitud de oscilación A1far se 
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ven disminuidas además a medida que la punta se acerca a la muestra, es decir, a 
distancias menores de 50nm tendremos que ωfar <ωnear y Qfar <Qnear y A1far < A1near [18]. 
Donde ωnear, Qnear y A1near denotan la frecuencia de oscilación, factor de calidad y amplitud 
de oscilación cerca de la muestra. 
Teniendo en cuenta estas consideraciones la ecuación de movimiento de la 
micropalanca cerca de la muestra viene dada por: 
 
                                                    (         )                  (5.8) 
             Donde        
 
 
                 = π/2    
Sustituyendo las ecuaciones 5.5 y 5.7 en la ecuación 5.3 y la condición de la 
ecuación 5.8, obtenemos las siguientes expresiones de los n-ésimos coeficientes de 
Fourier de las fuerzas de interacción, denominados armónicos de las fuerzas conservativa 
y disipativa. 
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Tabla 5.2: Relación de los n= 0, 1,2 coeficientes de Fourier de Fts con los observables de los armónicos (A0, 
A1, A2, Ø1 y Ø2), cuando0 la punta está cerca de la muestra. 
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Como se muestra en la tabla 5.2 se establece una relación para cada una de las 
componentes de los coeficientes de los n términos de Fourier de la fuerza de interacción 
(Fts) con los observables (amplitud y fase) [16] de los armónicos n= 0, 1 y 2. Por tanto, a 
partir de los observables del movimiento de oscilación de la micropalanca (A0, A1, A2, Ø1 y 
Ø2) y de parámetros específicos de la misma (kcan, Qfar y ωfar) podemos obtener mapas 
cuantitativos en términos de Fts) o los denominados armónicos de la fuerza de 
interacción. 
 
5.2.1. Obtención de mapas de fuerzas y propiedades físicas  
Los bacteriófagos ф29 fueron depositados en HOPG en condiciones de buffer. Las 
imágenes de topografía se obtuvieron usando el modo de operación AM-AFM en régimen 
de contacto intermitente. Usando la excitación Lorentz, la micropalanca se osciló a su 
frecuencia natural de resonancia con una amplitud libre A1far≈4nm y ratio A1/A1far=0.8-
0.85 como señal de realimentación y Ø = 900. En nuestras condiciones experimentales, 
una amplitud A1far≈4nm ejerce una fuerza ≤ 200pN. Esta fuerza permite evitar posibles 
daños en la partícula durante el muestreo. Los observables de los multi-armónicos (A0, A1, 
A2, Ø1 y Ø2) son claramente detectados. 
En la figura 5.3 se muestran los mapas cuantitativos de los armónicos que 
componen la fuerza Fts para un bacteriófago ф29. Estos mapas fueron obtenidos a partir 
de las relaciones mostradas en la tabla 5.2. La imagen de topografía (figura 5.3a) muestra 
una alta resolución; en la cual se puede apreciar las componentes principales de la 
estructura del bacteriófago ф29: cápsida, collar y cola [19]. Las imágenes 
correspondientes a los observables (A0, A1, A2, Ø1 y Ø2) indican a priori heterogeneidad en 
el material de la estructura del virus. Pero son quizás los mapas obtenidos de los 
armónicos de la fuerza Fts (figura 5.3f-j) los que muestran diferencias importantes entre la 
cápsida, el collar y la cola.  
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Figura 5.3: Multi-armónicos observables y mapas Fts: a) Imagen de topografía de AFM de un bacteriófago 
ф29 con sus respectivos mapas de observables (no filtrados) b) A0, c) Ø1, d) A2 y e) Ø2. Estos mapas fueron 
convertidos usando las funciones de la tabla 5.1 en mapas cuantitativos de los armónicos de Fts (pN), f)    
  
g)         
  h)        
  i)         
  j)        
 . 
Debido al interés por extraer mapas cuantitativos de propiedades físicas a partir 
de los observables de los multi-armónicos, fue necesario definir la forma que adquiere la 
fuerza de interacción entre la punta y la muestra. Una baja amplitud de oscilación de la 
micropalanca A1far y ratio A1/A1far=0.8-0.85, para la obtención de imágenes de topografía 
de las partículas víricas sin provocar daños estructurales, induce que la punta entre en un 
régimen de fuerzas bajas (< 200 pN, figura 5.4a-b). En este régimen, las fuerzas medidas 
sobre los virus dependen también de las fuerzas electrostáticas de DLVO( Derjaguin, 
Landau, Verwey y Overbeer), debido a que la longitud de Debye es aproximadamente 
λD~2-4nm [20] (para la fuerza iónica de nuestro buffer, TMS: 10 mM MgCl2, 50 mM Tris 
and 100 mM NaCl, a pH = 7.8). Por tanto la respuesta electromecánica de los virus se 
caracteriza por un gradiente de la fuerza efectivo, keff, (ecuación 5.9). Algunos autores 
proponen que en los experimentos de nanoindentacion sobre virus la punta no sólo 
deforma la cápsida vírica, sino que, la capa de hidratación/solvatación que rodea las 
proteínas es deformada simultáneamente [21, 22].  
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                                  (5.9) 
 
Otras de las propiedades físicas a tener en cuenta, son las fuerzas de adhesión 
(Fadh) y la viscosidad (ƞeff). Las fuerzas de adhesión dependen de las propiedades químicas 
del material la como hidrofobicidad (figura 5.4c). En condiciones de solución salina se 
espera que los virus presenten bajas fuerzas de adhesión en comparación con el sustrato, 
(HOPG) que presenta alta hidrofobicidad. Para tener en cuenta la energía de disipación 
originada por la viscosidad de las capas de hidratación que rodean el material, se 
considera la viscosidad intrínseca del virus ƞeff y la energía transferida en cada modo de 
vibración de la micropalanca [11, 23-25]. 
 
De este modo podemos describir la fuerza de interacción Fts entre la punta la 
muestra (virus o HOPG) mediante la expresión: 
 
              ( )       ̇   ; d<0               (5.10) 
            ; d>  
              Donde d representa la distancia punta-muestra 
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Figura 5.4: Fuerzas de interacción punta muestra. a) Curvas dinámicas realizadas sobre un virión de ф29, 
mostrando A0, A1 y A2 como función de Zpiezo. b) En contacto intermitente Asp= A1near- A0. La fuerza de 
interacción entre la punta y la muestra es de tipo repulsivo (200 pN) y descrita por un gradiente de fuerza 
electromecánico keff de la partícula vírica. c) Esquema gráfico de modelo teórico de la fuerza Fts utilizado 
para la obtención de los mapas locales de propiedades físicas un gradiente repulsivo y adhesión, con 
histéresis en cada ciclo que representa la energía de disipación debida a la viscosidad de las capas de 
hidratación. 
A partir de las ecuaciones 5.4-5.5 y sustituyéndolas en la ecuación 5.10 se 
obtienen las siguientes relaciones: 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 5.3: Armónicos de la fuerza de interacción y propiedades físicas. Relación de los n= 0, 1,2 
coeficientes de Fourier de Fts con las propiedades física: constante elástica keff,  la viscosidad efectiva ƞeff y la 
fuerza de adhesión Fadh. 
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En la ecuaciones de la tabla 5.3 se define δmax = A1-Z-A0, Δ = δmax/2A1, 0< Δ<1 
cuando la punta está en contacto intermitente y Δ=0 cuando está en contacto. 
Para cada conjunto de los observables de los multi-armónicos (A0, A1, A2, Ø1 y Ø2) 
obtendremos los mapas locales de: la constante elástica efectiva keff, la viscosidad efectiva 
ƞeff y la fuerza de adhesión Fadh. Se buscaron por tanto, los valores de (keff, ƞeff, Fadh) que 
de manera simultánea ajustaran los cinco mapas obtenidos de los armónicos de la fuerza. 
Para ello se usó un ajuste nonlinear least-square sobre las expresiones mostradas en la 
tabla 5.2, dando como resultado los mapas de propiedades mostrados en la figura 5.3. 
Para realizar este ajuste y tratamiento de datos se ha utilizado un programa en Matlab 
desarrollado por el grupo del Profesor Arvind Raman. 
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Figura 5.5: Mapas cuantitativos de propiedades físicas del bacteriófago ф29: a) Mapa del gradiente de 
fuerza keff (N/m). b) La viscosidad efectiva ƞeff (N s/m). (c) La fuerza de adhesión Fadh (pN) d) Fuerza normal 
   
  (pN), e) Imagen de reconstrucción de cryo-EM del bacteriófago ф29 [26], f) Zoom en la zona del 
conector de la imagen de reconstrucción de cryo-EM del bacteriófago ф29 en la cual se aprecian las 
cavidades formadas en la zona del collar (verde)[27].  
 
Como se observa en la figura 5.5 los mapas cuantitativos obtenidos están 
correlacionados con las imágenes de reconstrucción de Cryo-EM dentro del posible efecto 
dilatado debido a las dimensiones de la punta (50 nm de radio) [28]. Estos mapas 
muestran un alto contraste dentro de la estructura del virus, no estando correlacionados 
ni entre ellos ni con la imagen de topografía correspondiente (figura 5.3a). Es posible 
distinguir no sólo los tres grandes complejos proteicos de la estructura del virus 
(cápsida, conector y cola); si no también, la presencia de estructuras más pequeñas 
40nm
5nm
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como son las cavidades formadas en el conector, (figura 5.5f, líneas verdes). Estas 
cavidades son claramente observadas con un contraste más oscuro tanto en keff (pN) y 
Fadh (pN), mientras que en ƞeff (N∙s/m) no se observa. Imágenes de fase obtenidas en AM-
AFM [11], mostraron contraste en la misma región del virus indicando que el origen de la 
misma debía estar en la diferencia de las propiedades físicas. Un perfil realizado de forma 
simultánea en la imagen de topografía y en los mapas cuantitativos de las propiedades 
del material, muestran que keff es mayor en la zona de la cápsida vírica que en el collar y el 
conector, mientras que Fadh y ƞeff permanecen constantes (figura 5.6). 
 
Figura 5.6: Comparación de los perfiles longitudinales realizados de manera simultánea a lo largo de la 
imagen de topografía (negro), y los mapas locales de propiedades físicas ƞeff (azul claro), keff (azul oscuro), 
Fadh (verde) y    
 (rojo). El perfil sobre keff muestra un alto contraste a lo largo de las diferentes estructuras 
del virus, mientras Fadh y ƞeff permanecen prácticamente constantes.  
Distancia (nm)
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5.3. Comparación entre el método multi-armónico 0+1+2 y  
método estático 
Los métodos convencionales utilizados para obtener propiedades físicas y 
químicas como son la constante elástica (k) y la fuerza de adhesión (Fadh) en partículas 
víricas se han basado en la realización de curvas F vs. I. En estas curvas la indentaciones 
varían entre 4-8nm sobre la partícula vírica, llegando a alcanzar fuerzas cercanas a 1nN [1, 
3, 29]. Los valores de constante elástica k de estas partículas son extraídos a partir de la 
pendiente de la parte lineal de la curva F vs. I realizada en la parte superior de las mismas. 
En el capítulo 2 se muestra que el bacteriófago ф29 se caracteriza por una constante 
elástica de k = 0.33 ± 0.05 N/m para un rango de fuerzas superiores a 400 pN. Para estas 
fuerzas es evidente que la punta se encuentra en contacto mecánico con la muestra.  
Como se mostró en la figura 5.4b en una rango de fuerzas por debajo de 200pN, 
óptimo para el modo de medida AM-AFM, las curvas F vs. D muestran un régimen 
repulsivo, y por tanto, las propiedades físicas son definidas por un gradiente de fuerza 
efectivo keff, una viscosidad efectiva ƞeff y por la fuerza de adhesión Fadh. 
Los valores estimados a partir de los mapas locales cuantitativos, keff, Fadh, y ƞeff, 
obtenidos usando la teoría de multi-armónicos parecen ser más bajos que los valores 
extraídos usando métodos cuasi estático clásicos (curvas F vs. I). Para validar estos mapas 
cuantitativos, se realizó un estudio comparativo entre ambos métodos (curvas estáticas y 
teoría multi-armónicos 0+1+2). Así, se realizaron curvas F vs. I cuasi-estáticas sobre 
múltiples viriones y el sustrato. 
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Figura 5.7: Curvas de indentación y gradiente de fuerza a) Curva F vs. I realizada sobre un virión de ф29. El 
ajuste lineal realizado para fuerzas superiores a 200pN (línea punteada naranja), muestra que el valor de la 
constante elástica es 0.32 ± 0.04 N/m. b) Ajuste lineal en diferentes regiones de la misma curva (a), 
demostrando que el valor keff depende de la fuerza máxima aplicada. c) Representación de valores de los 
gradientes de la fuerza keff como función de la fuerza aplicada. Los puntos corresponden a media ± 
desviación estándar de cinco medidas realizadas en el mismo punto del virus. 
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La figura 5.7a muestra una curva F vs. I sobre una de las partículas de la cual 
fueron extraídos los mapas locales. Se puede observar que, para fuerzas superiores a 500 
pN el valor de la constante elástica corresponde al obtenido en estudios anteriores 
(capítulo 2). Teniendo en cuenta la ecuación 5.8, se puede decir que para fuerzas > 
500pN, kDLVO es mucho más grande que kelastic y por tanto keff ≈ k. En cambio para fuerzas 
inferiores a 200 pN, keff ≈ kDLVO. Es decir, el valor del gradiente de fuerza, keff depende de 
la magnitud máxima de la fuerza aplicada, siendo más pequeño para indentaciones 
cortas y asintótico a k para indentaciones grandes (figura 5.7b-c).  
El análisis de las curvas se limitó a valores de fuerza de ≤200 pN (fuerza máxima 
aplicada en AM-AFM) tanto en los virus como en el sustrato (HOPG). De las curvas 
mostradas en la figura 5.8b-c, se obtuvieron valores de keff =0.026 N/m para el virión y keff  
= 0.11 N/m y Fadh = 251 pN para HOPG. 
Un histograma de la distribución de los valores de keff sobre el virion y de Fadh 
sobre sustrato (HOPG), obtenidos de los mapas locales de propiedades del material, nos 
proporciona el valor medio para cada una de las magnitudes (figura 5.8d-e). 
Una comparación de los dos métodos se muestra en la figura 5.8f-g. En esta 
comparación se observa que los valores medios obtenidos a partir de los histogramas de 
los mapas locales de keff y Fadh coinciden, dentro de un margen razonable (10%), con los 
obtenidos por métodos estáticos para los mismos valores de fuerza (≤200 pN). Del 
mismo modo, la figura 5.9, muestra un ejemplo realizado en tres virus de manera 
simultánea. 
Se confirma, por tanto, la potencia de teoría de multi-armónicos 0+1+2 para 
obtener mapas cuantitativos locales de propiedades de los materiales.  
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Figura 5.8: Comparación entre método los multi-armónico 0+1+2 y estático. a) Imagen de topografía 3D 
del bacteriófago ф29. b) y c) Curva cuasi-estática F vs. D realizada en la parte superior de un virus y sobre 
HOPG, respectivamente (cruces rojas en (a)). d) y e) Mapas locales de keff y Fadh obtenidas a partir de los 
observables de los multi-armónicos (A0, A1, A2, Ø1 y Ø2) y aplicando teoría los de multi-armónicos 0+1+2. f) y 
g) Histograma de valores que toman los mapas de propiedades en la región marcada (cuadrado) y el valor 
correspondiente de la curva estática realizada (línea verde) en las mismas zonas (cruces). 
f g
Topografíaa
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Figura 5.9: Método multi-armónico y estático en virus. Se muestra una comparación de ambos métodos 
realizada de manera simultánea en tres virus A, B y C (b). a) Imagen de topografía 3D de tres virus 
adsorbidos en HOPG. b), c) y d) mapas de keff, ƞeff y Fadh obtenidos a partir de los observables de los multi-
armónicos (A0, A1, A2, Ø1 y Ø2) utilizando la teoría de multi-armónicos 0+1+2. e) Histograma de la 
distribución de valores obtenidos de keff sobre los diferentes virus. La línea negra discontinua marca el valor 
de keff obtenido a partir de curvas cuasi-estáticas. f) tabla con un resumen de los valores obtenidos con cada 
uno de los métodos y para cada partícula A, B y C. 
PARTICULA keff de mapas(N/m) keff de curvas (N/m)
A 0.024±0.003 0.029±0.005
B 0.024±0.002 0.028±0.004
C 0.023±0.004 0.027±0.007
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5.4. Rupturas de la cápsida del bacteriófago ф29 
Como ya se ha descrito, el método multi-armónico 0+1+2 es capaz de 
proporcionar mapas locales de propiedades físicas del bacteriófago ф29 con alta 
resolución. Se ha detectado que el virión ф29 presenta anisotropía en las propiedades de 
las principales estructuras proteicas que lo componen (cápsida, conector y cola) 
revelando diferencias sus propiedades físicas, como se mostró anteriormente en las 
precabezas de ф29 [30]. 
En los últimos años la mayoría de los estudios realizados sobre virus se han 
focalizado en comprender la relación que existe entre propiedades físicas del material 
(elasticidad, dureza, estabilidad mecánica, densidad de carga, viscosidad), con su 
estructura (unidades morfológicas, interacción entre capsómeros, estructuras proteicas 
complejas) y su función (ensamblado/desensamblado de las cápsidas, infección, 
maduración).  
Durante el ciclo viral, tiene lugar el ensamblaje y des-ensamblaje de cápsidas 
víricas. Conocer la cinética de estos procesos resulta relevante para entender cómo 
desempeñan cada una de las funciones que realiza a lo largo de este ciclo. El AFM ha 
demostrado ser una potente herramienta para los estudios de la dinámica de des-
ensamblaje de la cápsidas víricas [4, 31]. Sin embargo, estudios recientes no han 
proporcionado información sobre los posibles cambios en las propiedades del material de 
la estructura durante este proceso. La información que proporcionaron no va más allá de 
los cambios en respuesta mecánica. 
Por ello se propuso estudiar los posibles cambios en las propiedades físicas 
producidos por daños en la estructura de los virones de ф29. Para ello se obtuvieron 
mapas de las propiedades keff, Fadh, ƞeff y     , antes y después de la fractura local de la 
cápsida. Para producir dichos daños se realizaron nanoindentaciones. La fuerza aplicada 
en cada curva fue lo suficientemente alta para producir la ruptura de la cápsida (≥ 800 
pN). 
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La figura 5.10 muestra una comparación entre los mapas de propiedades locales 
del material antes y después de la ruptura en la cápsida. Perfiles simultáneos realizados a 
lo largo de la estructura en la imagen de topografía (líneas #1,negra y línea #2, roja, en la 
figura 5.10a) indican que la partícula dañada pierde altura de forma generalizada, siendo 
esta pérdida más pronunciada en la región donde han sido retirados algunos capsómeros 
[30]. Además se observa que, los cambios en contraste en los mapas de las propiedades 
físicas no están correlacionados con los daños visibles en las imágenes de topografía 
revelando la potencia de la técnica.  
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Figura 5.10: Influencia de una fractura en las propiedades físicas de la estructura del bacteriófago φ29: a) 
Imagen de topografía de AFM  de un virión de ф29 antes y después de la ruptura producida por una 
nanoindetación de 800 pN. Insertados en la imagen se muestran dos perfiles: (negro y rojo, antes y después 
de la ruptura, respectivamente) realizados a lo largo de la línea·#1 (negra) y línea #2 (roja). b) mapas 
cualitativos de la fuerza normal,    
  (pN). c) La fuerza de adhesión Fadh (pN). d) El gradiente de fuerza 
efectivo keff (N/m) y e) La viscosidad intrínseca efectiva ƞeff (N∙s/m). 
Antes Después
To
p
o
gr
af
ía
160pN
Mapas de propiedades físicas del bacteriófago ɸ29:      
Multi-armónicos 0+1+2 
5 
 
194 
 
Para entender la información que estos mapas nos estaban mostrando, se decidió 
realizar un análisis más completo. Para cuantificar y evaluar cambios, se extrajeron los 
mapas diferencia de las propiedades keff, Fadh, ƞeff, y de la topografía. Los mapas diferencia 
se obtienen mediante la resta de mapas obtenidos justo antes e inmediatamente después 
de la ruptura. Estudios anteriores mostraron que, la forma y el tamaño de daños 
producidos en estas estructuras proteicas están limitados por las líneas de ruptura. Las 
líneas de ruptura transcurren dentro las unidades morfológicas (hexámeros y 
pentámeros) [31] y bordean las unidades estructurales de la cápsida (trímeros) [30] 
(figura 5.11). Por ello se superpuso la red de proteínas del bacteriófago ф29 sobre las los 
mapas diferencias obtenidos (figura 5.12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.11: Líneas de ruptura de la cápsida del bacteriófago ф29. a) Superposición de red hexagonal sobre 
la imagen de cryo-EM del bacteriófago ф29 indicando las líneas de ruptura de la estructura de la cápsida. b) 
red hexagonal de las proteínas del bacteriófago ф29. La línea punteada roja indica los vectores de la celda 
unidad de la estructura de la cápsida. Se observa que las líneas de ruptura transcurren bordeando los 
trímeros de proteínas [30]. 
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Figura .12: Cambios en los mapas de propiedades de material producidos por un daño estructural. a) 
Imagen de topografía 3D de un virión de ф29 que muestra una fractura en la estructura de la cápsida 
debido a una nanoindentación. Se ha sobrepuesto la red de capsómeros (línea roja punteada) que 
componen la estructura, donde cuatro trímeros han sido marcados 1, 2, 3 y 4. b) Diferencia en topografía 
antes y después del daño. Se observa un gran cambio alrededor de los trímeros 1 y 2 c-e) muestran los 
mapas diferencia de las propiedades de material Fadh (pN), keff (N/m) y ƞeff  (N∙s/m) respectivamente. f) 
Perfiles realizados a lo largo del virus (línea blanca punteada de (b)) sobre las imágenes de diferencia en 
topografía y los mapas de propiedades físicas.  
 
La superposición de la red hexagonal del bacteriófago ф29 sobre las imágenes 
diferencia de topografía (figura 5.12b) muestra claramente que la zona fracturada se 
localiza en los trímeros 1, 2 y 3. Se produce la eliminación del trímero 1 y del trímero 2 y 
una una pérdida de volumen la cápsida, ya que la altura después de la fractura ha 
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disminuido. La disminución del volumen puede asociarse a la perdida de parte del 
material genético empaquetado en el interior.  
Los mapas de ∆Fadh y ∆keff (figuras 5.12d y e, respectivamente) muestran un 
decaimiento en valores cerca de los trímeros 1 y 2, mientras el valor en el trímero 3 se 
mantiene similar al del resto de la cápsida. Esto indica que las propiedades físicas no han 
cambiado por lo que se sugiere que el trímero 3 se ha hundido y no eliminado. El valor 
constante a lo largo de la cápsida es un ≈10% inferior al valor obtenido cuando no se 
encuentra dañado.  
El mapa de ∆ƞeff (figura 5.12c) no se encuentra correlacionado con los mapas de 
∆Fadh y ∆keff. El trímero 4 sólo muestra contraste en ∆ƞeff indicando  un decaimiento en la 
viscosidad. La viscosidad estaría asociada a las capas de hidratación que rodean las 
proteínas de la cápsida y la interfaz proteína-ADN. Puesto que la cápsida no parece 
afectada en este trímero, la reducción en la viscosidad indicaría perdida del material 
genético. La disminución en la constante elástica observada también es consistentes con 
la hipótesis de que parte del material genético se ha liberado tras la fractura. En el 
capítulo 2 se observó que los viriones eran más duros que las cápsidas. 
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5.5. Resumen y conclusiones 
A lo largo de este capítulo se ha presentado una nueva técnica aplicada a AM-
AFM, la teoría multi-armónico 0+1+2, capaz de proporcionar mapas cuantitativos 
locales de propiedades físicas de virus, como son: el gradiente de la fuerza 
electromecánica keff, la fuerza de adhesión Fadh, y la viscosidad intrínseca ƞeff. La teoría 
de multi-armónico 0+1+2 ha mostrado la no linealidad de las fuerzas de interacción entre 
la punta y el virus debida a la presencia de las fuerzas electrostáticas.  
Debido al limitado rango de fuerzas que se puede aplicar usando AM-AFM en 
experimentos con partículas víricas del bacteriófago ф29 y, teniendo en cuenta las 
interacciones que se producen entre éstas y la punta, ha sido posible extraer mapas de 
propiedades físicas con alta resolución. Se ha resuelto no sólo los tres grandes complejos 
proteicos de la estructura del virus (cápsida, conector y cola); si no, la presencia de 
estructuras más pequeñas como son las cavidades formadas por las fibras acopladas en el 
conector. Estos mapas de gradiente de la fuerza muestran anisotropía en propiedades 
mecánicas dentro de la estructura del virus. 
Una comparación entre el método multi-armónico 0+1+2 con los modos 
convencionales utilizados para caracterizar mecánicamente los virus (curvas estáticas) 
corroboran la validez del mismo. Los valores obtenidos, dentro de su error, a partir de 
los mapas de propiedades de keff, y Fadh, reproducen los valores obtenidos a partir de 
curvas estáticas. Además, está nueva técnica proporciona mapas adicionales como son 
los mapas de la viscosidad intrínseca del material ƞeff a diferencia de otras técnicas 
convencionales. Estos mapas, han servido para definir las áreas donde existe una interfaz 
proteína ADN. 
La información contenida dentro de los mapas realizados en experimentos sobre 
partículas parcialmente dañadas ha proporcionado evidencias de presión interna dentro 
del fago ф29, siendo esta hipótesis consistente con los resultados que se mostraron en el 
capítulo 2. 
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6. CONCLUSIONES 
A continuación se exponen principales conclusiones de esta tesis. 
 En primer lugar se ha demostrado que el uso del microscopio de fuerzas atómicas 
(AFM) como herramienta para el estudio y la caracterización de las propiedades 
mecánicas de los virus nos proporciona información complementaria a la obtenida 
mediante otras técnicas. El AFM no sólo permite la caracterización topográfica de los 
virus, sino que además proporciona información relevante acerca de sus propiedades 
mecánicas como pueden ser la elasticidad, la fragilidad, la estabilidad mecánica o la 
presión interna. 
 En esta tesis se han caracterizado los cambios morfológicos y mecánicos 
producidos en las estructuras de tres sistemas fagos (φ29, T7 y λ) en las distintas etapas 
de su ciclo viral. La comparativa entre los sistemas estudiados demuestra que las 
propiedades mecánicas y la estabilidad que adquieren las cápsidas virales dependen de la 
ruta de maduración y, concretamente, del proceso de estabilización de las mismas.  
 Por otro lado, se ha demostrado que la constante elástica y el módulo de Young 
no siempre pueden considerarse como las magnitudes físicas adecuadas para caracterizar 
la estabilidad de las partículas víricas de estos fagos, siendo los experimentos de fatiga 
mecánica los que proporcionan esta información. Además, las simulaciones FEM y la 
teoría de la elasticidad de medios continuos, comúnmente utilizadas en el estudio de la 
respuesta mecánica de virus, no siempre reproducen los comportamientos observados 
experimentalmente. Por el contrario, las simulaciones que tiene en cuenta la naturaleza 
discreta de estas cubiertas proteicas basadas en el modelo de CGM, por lo general 
reflejan de manera correcta este comportamiento. 
A continuación se expone de forma más detallada las conclusiones extraídas para 
cada uno de los tres fagos estudiados: φ29, T7 y λ. 
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Caracterización del bacteriófago φ29. 
Se realizaron experimentos de nanoindentación de las partículas víricas que 
aparecen en el ciclo biológico: precabeza, cápsida y virion. De estos experimentos se 
deduce que: 
 1. La precabeza del bacteriófago φ29 muestra anisotropía en la respuesta elástica 
de su estructura. La parte cilíndrica de las precabezas posee una constante elástica mayor 
que la parte esférica. 
 2. Las Simulaciones de FEM y la teoría de la elasticidad de medios continuos 
predicen una tendencia en la respuesta elástica diferente a la observada 
experimentalmente. La parte esférica de la estructura ha de ser más dura que la 
cilíndrica. 
 3. El desacuerdo entre experimento y la teoría puede justificarse por la existencia 
de pre-stress en la estructura, cuyo origen proviene de la forma en que se ensamblaron 
las proteínas que la componen, provocando una distribución de stress lateral en la 
estructura como ha sido observado en algunos virus icosaédricos y estructuras como 
furelenos y nanotubos de carbono. 
 4. Los resultados de las simulaciones basadas en modelos discretos como CGM 
indican que los hexámeros situados en la parte ecuatorial del esfero-cilindro soportan 2.6 
veces más de stress lateral que los pentámeros situados en la región esférica. La relación 
entre el stress residual en la zona cilíndrica y la esférica es aproximadamente 1.5, 
consistente con la tendencia observada en los experimentos. 
 5. Los valores de constante elástica obtenidos para las cápsidas indican que en el 
proceso de maduración del bacteriófago φ29 no se produce un aumento en la rigidez de 
la estructura de la cápsida. Precabezas y cápsidas poseen la misma constante elástica.  
 6. Por el contrario se ha observado que el virión presenta un aumento en la 
constante elástica cuando se compara con la precabeza. Se concluye que este aumento es 
producido por la presencia del ADN empaquetado en el interior. 
 7. Los resultados obtenidos de los experimentos con espermidina3+ indican que 
esta poliamina reduce las interacciones electrostáticas entre las cadenas del ADN. En 
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presencia de espermidina3+ se observa una disminución en el valor la constante elástica 
del virión, siendo el valor alcanzado similar al de la precabeza. Por el contrario la 
constante elástica de las precabezas es inalterada. Además, este proceso es reversible.  
 8. Una interpretación electrostática de los resultados experimentales basada en el 
modelo de Purohit indica que la presión interna en el interior del virus es de 
aproximadamente 30 ± 12 atm. 
 9. Una interpretación puramente mecánica basada en simulaciones de FEM para 
un cápsida presurizado muestra que la diferencia en la respuesta elástica observada entre 
la precabeza y el virión del bacteriófago φ29 es debida a la existencia de una presión 
interna de 40 ± 20 atm. 
 10. Mediante experimentos de AFM se han podido medir de forma directa, por 
primera vez en un bacteriófago, la existencia de presión interna en el interior de un 
bacteriófago. 
 
Caracterización del bacteriófago T7 
 
El bacteriófago T7 desarrolla la vía de maduración más simple de todos virus. Por 
tanto se han investigado los cambios de estabilidad química y mecánica que se producen 
en la cápsida durante este proceso, en particular, las precabezas y las cápsides. 
 1. De los experimentos de stress químicos con urea y GuHCl se deduce que, el 
proceso de maduración aumenta la estabilidad química de la estructura viral. 
 2. Los experimentos de nanoindentaciónes realizados para caracterizar la 
respuesta elástica de las precabezas y las cápsidas muestran que ambas partículas 
presentan un comportamiento anisotrópico en la respuesta elástica en los diferentes ejes 
de simetría S5, S3 y S2. Además, no se observan cambios en la constante elástica durante 
el proceso de maduración. El hecho de que estas partículas presenten anisotropía en la 
respuesta elástica conllevaría a una anisotropía en el valor del módulo de Young, siendo 
esto inconsistente con las aproximaciones de la teoría de la elasticidad de medios 
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continuos. Esto indica que ni el módulo de Young ni la constante elástica son magnitudes 
físicas adecuadas para caracterizar la estabilidad de estas partículas víricas. 
 3. Las simulaciones de FEM no reproducen la anisotropía encontrada en la 
respuesta elástica de las precabezas y las cápsida de T7. 
 4. En las simulaciones del AFM virtual la cápsida de T7 es modelada usándolas 
aproximaciones de CGM. De este modo se ha tenido en cuenta la interacciones que se 
producen entre las unidades morfológicas (hexámeros y pentámeros). Los resultados de 
estas simulaciones indican que la cápsida de T7 presenta un comportamiento 
anisotrópico en la constante elástica y reproducen la tendencia encontrada en los 
experimentos AFM. Se deduce por tanto que la anisotropía en la respuesta elástica que 
posee la cápsida de T7, tiene su origen en la naturaleza discreta de su estructura. 
 5. Los experimentos de fatiga mecánica realizados con ciclos de carga indicaron 
que las cápsidas son más resistentes que las precabezas, ya que es necesario aplicar un 
número de ciclos se carga superior para producir una fractura en la estructura.  
 6. El análisis cuantitativo de las áreas y los volúmenes de las fracturas, inducidas 
en las estructuras durante los experimentos de fatiga mecánica, indica que los defectos 
son mucho más pequeños en las cápsidas que en las precabezas. 
 7. Se concluye que el proceso de maduración en el bacteriófago T7 aumenta la 
resistencia de su estructura cápsidas, puesto que es más difícil producir una fractura en 
las cápsidas que en las precabezas.  
 8. Los resultados obtenidos de los experimentos de stress químicos y de fátiga 
mecánica establecen una correlación fenomenológica entre fragilidad química y 
fragilidad. 
 
Caracterización del bacteriófago λ 
 
Para investigar cambios de estabilidad y elasticidad en el bacteriófago λ a lo largo 
del proceso de maduración, se han realizado experimentos de nanoindentaciones y de 
fatiga mecánica en las partículas víricas que aparecen en este proceso: procápsida, 
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cápsida expandida y cápsida decorada con proteína gpD. La proteína gpD desarrolla un 
papel importante en este proceso ya que su ausencia impide el empaquetamiento del 
material genético para formar una partícula infecciosa. Los resultados experimentales 
conducen a las siguientes conclusiones: 
1. De los experimentos de nanoindentación se deduce que el proceso de 
expansión no se produce un aumento en la rigidez de cubierta proteica. Las cápsidas 
expandidas y las procásidas presentan igual constante elástica. Se observa también que la 
fuerza necesaria para producir una fractura en las cápsidas expandidas es menor que para 
las procápsidas. Este mismo comportamiento fue observado durante la preparación de 
micrografías de TEM. Se deduce que el proceso de expansión aumenta la fragilidad de la 
estructura y por tanto la cápsida expandida es un estado intermedio no estable.  
2. Por el contrario, la adición de proteína gpD produce un aumento tanto en la 
constante elástica de la cápsida como en la fuerza de fractura. Estudios realizados de 
caracterización mecánica en otros fagos como T7 y HK97, han mostrado que durante el 
proceso de maduración no hay cambios en la constante elástica de la cápsida. Por tanto el 
bacteriófago λ es el primer ejemplo de fago hasta el momento que aumenta la rigidez tras 
este proceso. 
3. Los experimentos de fatiga mecánica mostraron que, es necesario aplicar un 
mayor número de ciclos de carga para producir un daño estructural en las cápsides 
decoradas con proteína gpD. Se concluye que la adición de la proteína gpD aumenta la 
estabilidad de la estructura. 
4. La adición de proteínas de “cemento” para aumentar la estabilidad de la cápsida 
vírica en los bacteriófagos parece ser el mecanismo más efectivo de los que se han 
observado, como cross-linking, aumento de áreas de contacto, o inserción de dominios. 
 
Como hemos visto a lo largo del capítulo 5 el uso de la teoría de Multi-armónicos 
0+1+2 promete ser una herramienta potente para la obtención de mapas a nivel local de 
propiedades de sistemas biológicos de tamaño nanométrico, como son los virus. De los 
experimentos realizados se concluye que: 
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1. La teoría multi-armónico 0+1+2, es capaz de proporcionar mapas cuantitativos 
locales con alta resolución de propiedades físicas de virus, como son: el gradiente de 
fuerza Keff, la fuerza de adhesión Fadh, y la viscosidad intrínseca ƞeff. 
2. Estos mapas de gradiente de fuerza muestran anisotropía en propiedades 
mecánicas dentro de la estructura del virus. 
3. Una comparación entre los valores extraídos a partir de los mapas adquiridos 
con el método multi-armónico 0+1+2 y los obtenidos por curvas estáticas indica que los 
valores obtenidos, dentro de su error, a partir de los mapas de propiedades de Keff, y Fadh, 
reproducen los obtenidos a partir de curvas estáticas. 
4. Los mapas de propiedades físicas obtenidos antes y después de la ruptura del 
bacteriófago φ29 proporcionan evidencias de presión interna dentro del fago. 
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APÉNDICE I: PREPARACIÓN SUPERFICIES Y DE MUESTRAS  
En la caracterización con Microscopía de Fuerzas Atómicas, especialmente en medio 
líquido, debemos tener en cuenta que tanto la preparación de las superficies como la de 
las muestras son fundamentales para poder desarrollar un experimento. Por ello, en este 
apéndice nos centraremos en estos dos procesos.  
 
 A.I.1. PREPARACIÓN DE SUPERFICIES  
La condición fundamental para poder caracterizar una muestra mediante la 
Microscopía de Fuerzas Atómicas (AFM) es que debe estar depositada sobre una 
superficie o sustrato. La elección de la superficie no es trivial, ya que se requiere un 
conocimiento previo de la muestra. Hemos de tener en cuenta que una correcta 
adsorción conlleva interacciones entre la muestra y el sustrato. Las interacciones 
comúnmente observadas son: vdW (van der Waals), electrostáticas, hidrofílicas e 
hidrofóbicas. Dependiendo de la naturaleza, tanto de la muestra como del sustrato, 
pueden predominar unas u otras. En particular, a lo largo del desarrollo de esta tesis, 
hemos observado que las partículas víricas se adsorben a las superficies mediante 
interacciones hidrofóbicas y electrostáticas. 
Existe una amplia variedad de superficies que presentan propiedades diferentes. 
También hay numerosos agentes químicos que permiten modificar las propiedades de 
estas superficies tras un tratamiento. 
A continuación se exponen tanto las superficies utilizadas como los protocolos de 
tratamiento de superficies utilizados durante los experimentos desarrollados a lo largo de 
esta tesis. 
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 A.I.1.1 SUPERFICIES:  
Dada su facilidad de adquisición, limpieza y manejo, se han utilizado tres sustratos 
diferentes: mica, vidrios y grafito. 
 
A.I.1.1.1.Superficie de Mica. 
 Las superficies de mica están entre las más utilizadas en el estudio de muestras 
con el AFM. Las micas son minerales pertenecientes a un grupo numeroso de silicatos de 
alúmina, hierro, calcio, magnesio y minerales alcalinos. En esta tesis se ha utilizado mica 
moscovita, un aluminosilicato de potasio cuya fórmula idealizada es K2Al4Al2Si6O20(OH)4. 
La unidad básica de su estructura son dos láminas de aluminosilicato fuertemente unidas 
debido a interacciones entre grupos hidroxilo y átomos de aluminio. Estas láminas dobles 
tienen una carga neta negativa debido a la sustitución de un cuarto de los iones Si4+ de los 
silicatos por iones Al3+. Las láminas dobles se organizan a su vez en una estructura 
superior que también es laminar, y que se mantienen unidas debido a la existencia de una 
capa de iones K+ intercalada entre las láminas dobles de aluminosilicatos, como se 
muestra en la figuraA.I.1. 
 Debido a esta débil interacción entre las láminas dobles, la mica moscovita resulta 
fácilmente exfoliable. Esto permite que la limpieza de la superficie utilizada como sustrato 
se pueda llevar a cabo mediante exfoliación con cinta adhesiva.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A.I.1:. Estructura cristalina de a mica. Dibujo esquemático de la estructura cristalina de la mica. La 
unidad básica de su estructura son dos láminas de aluminosilicatos. [1] 
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A.I.1.1.2. Superficie de Vidrio. 
El vidrio es un material inorgánico compuesto por una mezcla compleja de 
silicatos: un silicato alcalino y el silicato de una o más bases (calcio o plomo). El vidrio es 
un material duro, frágil, transparente y amorfo. Se obtiene a 15000 C de la fusión de arena 
de sílice, carbonato sódico y caliza. Dada su naturaleza, la limpieza de los virios requiere 
ataque químico. Existen diversos protocolos de limpieza, pero en el laboratorio hemos 
utilizado el siguiente: 
1. Inicialmente se prepara una disolución de 20 g. de KOH (potasa) en 50 mL de 
H2O. Después añadimos 150 mL de etanol.  
2. Los vidrios se colocan en un soporte de teflón, que los mantiene en posición 
vertical y separados unos de otro.  
3. Se introducen en la disolución de KOH, agua y etanol durante cinco minutos, 
mientras se someterse a un proceso de sonicación. 
4. Se lavan tres veces durante cinco minutos con agua destilada sonicando. 
5.  Para secarlos se introducen en un horno a 120 °C durante 20 minutos 
aproximadamente. 
 
A.I.1.1.3. Superficie de Grafito. 
El grafito es una de las formas alotrópicas en las que se puede presentar el 
carbono junto al diamante, los fulerenos, los nanotubos y el grafeno. En el grafito, los 
átomos de carbono presentan hibridación sp2 y se disponen formando anillos 
hexagonales, dando lugar a láminas planas. Las distintas láminas se mantienen unidas por 
fuerza de Van der Waals. Estas fuerzas de atracción sólo son ligeramente superiores a las 
fuerzas de cohesión de los líquidos, de lo que resulta que la distancia entre láminas sea 
más del doble de la distancia de enlace entre átomos de carbono y que las láminas se 
encuentren ligeramente desplazadas, como se muestra en la figura A.I.2. Además, la 
estructura laminar hace que el grafito sea un material marcadamente anisótropo. Esto, al 
igual que para la mica moscovita, permite que la limpieza de la superficie utilizada como 
sustrato se pueda realizar con facilidad exfoliando con cinta adhesiva. 
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Figura A.I.2: Estructura cristalina del grafito. Dibujo esquemático de la estructura cristalina del grafito.  
Las esferas azules representan los átomos de carbono en la red hexagonal. 
 
 
 
A.I.1.2. FUNCIONALIZACION DE LAS SUPERFICIES 
 
 Para modificar las características superficiales de los sustratos se utilizan 
comúnmente agentes de naturaleza química. En particular, de las tres superficies 
utilizadas como sustratos: mica, vidrio y grafito; es éste último el que no requiere ningún 
tratamiento químico para modificar sus propiedades. El grafito es un sustrato que 
presenta carácter hidrofóbico, por lo que es una superficie óptima para adsorber 
biomoléculas mediante interacciones hidrofóbicas. Dada la fácil limpieza de la cara 
externa (exfoliación), el grafito altamente orientado (HOPG, ZYA-NT-MDT) ha sido la 
superficie más usada durante el desarrollo de esta tesis. 
 
 AI.1.2.1. Superficies tratadas con hexametildisilazano (HMDS). 
 El HMDS (Sigma Aldrich) es un compuesto basado en silicio cuya fórmula es (CH3)3-
Si-NH-Si-(CH3)3. Este silano se utiliza generalmente para funcionalizar superficies que 
contienen silicio. Cuando los átomos de silicio del HMDS reaccionan con los del sustrato 
se produce una reacción que permite que los grupos metilos se sitúen sobre la superficie 
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del sustrato. Esto produce que éste adquiera carácter hidrofóbico [2] como se muestra en 
la figura A.I.3a. 
Para realizar la funcionalización con HMDS, se utilizó el siguiente protocolo. 
 1. Una vez limpia la superficie de los sustratos, estos se colocan en el interior de 
una cubeta de vidrio sobre un soporte central, formado en nuestro caso por el 
apilamiento de cuatro portamuestras.  
 2. Después se deposita sobre el la cubeta 3-4 mL de HMDS, de manera que forme 
una capa líquida de espesor aproximado de 1 mm. 
 3. La cubeta de vidrio se cierra y sella durante 12 horas, tiempo necesario para 
que los vapores del HDMS actúen sobre la cara externa del sustrato. 
 
 
AI.1.2.2. Superficies tratadas con 3-aminopropiltrietoxisilano 
(APTS). 
3-aminopropiltrietoxisilano (APTS, Sigma Aldrich) un compuesto basado en silicio 
cuya fórmula es NH2(CH2)3-Si-(OCH2CH3)3. Al igual que el HMDS, se utiliza para la 
funcionalización de superficies, aportándoles en este caso, no sólo carácter hidrofóbico, 
sino también cierta carga positiva debido a la protonación de los grupos aminos cuando 
se encuentran en disolución (NH3
+) [3], como se muestra en la figura A.I.3b. El APTS se 
utiliza tanto para la funcionalización de mica como de vidrios. 
Para realizar la funcionalización con APTS, se utilizó el siguiente protocolo: 
1. Se prepara una disolución en agua 0.1 % de APTS. Una vez limpios los sustratos 
se introducen en la disolución de APTS durante 15 minutos.  
2. Después se lava una vez con isopropanol y dos veces con agua destilada. 
3. Por último se seca la muestra con corriente de nitrógeno gas. 
 
AI.1.2.3. Superficies tratadas iones divalentes: NiCL2, MgCl2 o CaCl2 
La funcionalización con iones monovalentes o divalentes se realiza comúnmente 
en superficies como la mica. La capa más externa de la mica en aire es completamente 
neutra, pero cuando está inmersa en una disolución, los cationes K+ se disocian dejando la 
superficie cargada negativamente. Disoluciones que contiene sales como NiCl2, MgCl2 o 
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CaCl2 disocian los aniones cloro (Cl
-) y los cationes Ni +2, Mg+2 o Ca+2.Estos cationes poseen 
un radio similar al del K, por lo que ocuparán su posición dejando la superficie de la mica 
cargada positivamente [1] [4] . La figura A.I.3c muestra un esquema de una partícula con 
carga negativa acercándose a la superficie de la mica en una disolución de estas sales. 
 
Figura A.I.3: Funcionalización de superficies. Esquema representativo de las funcionalizaciones realizadas. 
a) HMDS sobre vidrios, b) APTS sobre mica y c) mica en disolución de sales. 
 
A.I.2. PREPARACIÓN DE MUESTRAS. 
 Durante el desarrollo de esta tesis hemos investigado tres bacteriófagos distintos: 
ɸ29, T7 y λ. De cada uno de ellos hemos explorado partículas víricas que aparecen 
durante su ciclo biológico.  
Como mencionamos anteriormente, la preparación de las muestras y de los 
sustratos es muy importante para poder desarrollar experimentos con Microscopía de 
Fuerzas Atómicas. Las muestras biológicas deben de estar limpias de cualquier partícula 
contaminante y poseer una concentración óptima. La calidad, el valores de pH, y la  fuerza 
iónica deben ser controladas durante el proceso de muestreo. Por ello se han 
establecidos diferentes protocolos de purificación para cada virus. Tras la purificación 
todas las muestras fueron comprobadas mediante imágenes de microscopía electrónica. 
Las purificaciones fueron realizadas por los grupos de colaboración del profesor José 
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López Carrascosa (bacteriófagos ɸ29 y T7) y del profesor Carlos Enrique Calatano 
(bacteriófago λ).  
 
A.I.2.1. PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA AFM. 
El protocolo utilizado para la observación de partículas víricas no resulta muy 
diferente a los utilizados para la deposición de otras partículas almacenadas en 
disolución. 
1. Un volumen de la disolución stock se diluye tanta veces sean requeridas para 
que la concentración de partículas depositadas en superficie sea la deseada. Todas las 
diluciones han de realizarse en la disolución salina (buffer o tampón) correspondiente. 
2. Un volumen de 30 µL de la disolución de muestra se deposita sobre el sustrato. 
3. Tras 20 minutos, la muestra se lava 5 veces con la disolución buffer 
correspondiente. 
4. Durante el proceso de muestreo o desarrollo del experimento se ha de 
controlar el volumen de la disolución de muestra. En nuestro caso, para evitar pérdidas 
rápidas de volumen que puedan dar lugar a cambios notables en la concentración salina, 
se ha instalado un sistema de refrigeración en el AFM. Este sistema no sólo permite 
controlar la temperatura, para mantener las muestras en estado óptimo, sino que nos 
permite reducir la deriva térmica (driff). Generalmente, la temperatura durante el 
experimento se mantiene a 18-190C. 
 Para los experimentos que requieren cambio de buffer, se ha diseñado un sistema 
de bombeo que permite introducir y retirar buffer a ritmo constante. Este sistema fue 
utilizado para la realización de los experimentos de caracterización de la respuesta 
elástica del bacteriófago ɸ29 en presencia y ausencia de esperimidina (SP).  
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La figura A.I.4 muestra un esquema del protocolo utilizado en la preparación de 
muestras de virus para la microscopía de fuerzas atómicas. 
 
Figura A.I.4: Preparación de muestras para AFM. Esquema del protocolo a seguir en la preparación de 
muestra para AFM. 
 
 
 A.I.3. ELECCIÓN DE LAS SUPERFICIES. 
Como hemos mencionado antes, la mayoría de los virus se adsorben al sustrato 
mediado principalmente por interacciones de tipo electrostáticas e hidrofóbicas. Por 
tanto conocer las propiedades químicas de las estructuras de las partículas víricas resulta 
importante para la elección del sustrato. 
VIRUS SUTRATO BUFFER
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 Bacteriófago φ29 
En los comienzos de esta tesis, las precabezas y los viriones del fago ɸ29 fueron 
adsorbidos en superficies de vidrio funcionalizada con Hexamethydisilazane, siguiendo el 
protocolo descrito en el apartado AI.1.2.1. El tratamiento de vidrios con este silano nos 
proporciona un sustrato cuya superficie adquiera carácter hidrofóbico. Sobre esta 
superficie virus están bien adsorbidos y lo suficientemente anclados para la realización de 
experimentos de nanoindentación. Dado el tiempo empleado en la preparación de las 
superficies se decidió utilizar HOPG (figura AI.5). El grafito también ha sido usado como 
sustrato para adsorber proteínas en superficie [5, 6]. Al igual que los vidrios 
funcionalizados con HMDS, el grafito presenta carácter hidrófico, Su manipulación como 
superficie es más sencilla que los vidrios-HMDS, dado que no necesita preparación 
(exfoliación). Durante el proyecto de master de Álvaro Ortega-Esteban, decidimos 
investigar los efectos que se producen en la estructura del fago debidos a la interacción 
con el sustrato. Una comparativa en los perfiles indica que los virus depositados en ambas 
superficies, vidrios-HMDS y grafito, se adsorben de igual. De los perfiles extraemos que La 
cápsida permanece paralela a la superficie (figura AI.5). 
 Para investigar nuevas superficies e interacciones se depositaron las partículas 
víricas sobre una superficie con carga electrostática. Para ellos se trató la mica con iones 
divalente, es decir, mica con MgCl2 y NiCl2. En este tipo de superficies pudimos observar 
que mientras las precabezas mantenían su integridad estructural, los viriones del 
bacteriófago ɸ29 expulsan el ADN fuera de la cápsida (figura A.I.5). Además la forma en 
que los viriones eran adsorbidos discernía de lo observado en las superficies hidrofóbicas. 
Los perfiles topográficos indican que la cápsida forma un ángulo con la superficie (figura 
AI.5).  
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Figura AI.5: Adsorción bactriófago φ29: Imágenes del bacteriófago φ29 depositado en diferentes 
superficies, vridrio-HMDS, grafito y mica-NiCl2.Los perfiles realizados sobre los virus adsorbido, muestran 
que en superficies hidrofóbicas como Vidrio-HMDS (negro) y HOPG (rojo) las cápsidas de los virus se 
depositan de forma paralelos a la superficie, mientras en mica (azul) la cápsida se deposita formando un 
ángulo con la horizontal. 
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 Bacteriófago T7 
El bacteriófago T7 presenta simetría icosaédrica, por lo que muestra diferentes 
geometrías de orientación ejes S5, S3 y S2.. Para la caracterización de la respuesta elástica 
en función de los ejes de simetría se necesitaba una superficie que permitiera la 
adsorción en las tres orientaciones. Al igual que para el bacteriófago ɸ 29, las superficies 
con carácter hidrofóbicas (vidrio-HMDS y grafito) permitían adsorber las partículas víricas, 
precabeza cápside y virón, sin alterar su estructura. Además en algunas de estas 
partículas se podría identificar la geometría de adsorción. Observamos también que los 
porcentajes de adsorción para cara cada simetría varía de una partícula a otra. Además 
estos porcentajes difieren de los que se esperaría en la adsorción de un icosaedro con 
misma probabilidad para todas las simetrías (12:20:30, para S5, S3 y S2 respectivamente). 
Esto indica que las diferentes simetrías de orientación de las partículas víricas 
interaccionan de forma diferente con el sustrato debido a que la distribución de las 
proteínas que forman la cápsida del virus varía a lo largo de los ejes de simetría (figura 
AI.7). 
Se exploró también la superficie de la mica tratada con iones divalentes como 
sustrato. Los resultados mostraron que todas las cápsidas se adsorbían a lo largo del eje 
de simetría 5. Los virones de T7 al igual que se observó para el virión de φ29, eyectan el 
ADN fuera de la cápsida (figura A1.6). 
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Figura AI.6: Adsorción del virión de T7 en mica-NiCl2. Sobre esta superficie los viriones eyectan el DNA 
fuera de la cápsida. 
Figura AI.6: Adsorción del bacteriófago T7. Porcentajes de las diferentes simetrías de orientación en las 
cuales se adsorben las partículas víricas. Como podemos ver la superficie que nos permite observar todas 
las simetrías es el HOPG. 
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ABREVIATURAS 
 
Core: núcleo. 
cross-linking: formación de enlace covalentes entre subunidades proteicas 
Stress: tensión, fuerza. 
Bending: deformación ó flexión. 
Streching: estiramiento. 
Scaffold protein: o proteína de andamiaje. 
Técnicas de Bulk: o técnicas de volumen. 
Feedback: realimentación. 
Pushing: empujar. 
Pulling: tirar. 
Thin Shell: cascara delgada. 
Thick Shell: cáscara gruesa. 
Cantilever: micropalanca. 
et al.: es una locución latina que significa literalmente .y otros. 
vs.: versus. Preposición (contra, frente a). 
HOPG: High Orientated Pirilotic Graphite o grafito pirolítico altamente orientado. 
Esfero-cilindro: estructura con forma de cilindro y extremos semiesféricos. 
Tendida: en posición horizontal. 
Vertical: en posición vertical. 
Cápsida: cubierta proteica en algunos virus, que sirve para proteger el material 
genético. 
Precabeza o procápsida: primera cubierta proteica ensamblada en el ciclo vírico 
Capsómeros: unidades estructurales o morfológicas de la estructura de la cápside.  
Traslocar: transporte de material a través de una barrera. 
SP: spermidine o espermidina. 
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Buffer: Solución salina. 
ADN: ácido desoxirribonucleico, en inglés DNA. 
ARN: ácido ribonucleico, en inglés RNA. 
ds-DNA: doble strand DNA o ADN de cadena doble. 
EM: Electron Microscopy o microscopía electrónica. 
cryo-EM: cryo- Electron Microscopy o microscopía electrónica de criogenia. 
SPM: Scanning Probe Microscopy o microscopía de proximidad. 
AFM: Atomic Force Microscopy o microscopía de fuerzas atómicas. 
STM: Scanning Tunneling Microscopy o microscopía de efecto túnel. 
TEM: Transmition Electronic Microscopy o microscopía electrónica de transmisión. 
SEM: Scanning Electronic Microscopy o microscopía electrónica de barrido 
MFM: Magnetic Force Microscopy o microscopía de fuerzas magnéticas 
vdW: van der Waals. 
CM-AFM: Contact Mode o modo de contacto. 
DAFM: Dynamic Atomic Force Microscopy o modo dinámico. 
AM-DAFM Amplitude Modulation Dynamic Atomic Force Microscopy o modo dinámico 
de modulación en amplitud. 
FM-DAFM: Frecuency Modulation Dynamic Atomic Force Microscopy o modo 
dinámico de modulación en frecuencia. 
NC-DAFM: Non-Contact Dynamic Atomic Force Microscopy o modo dinámico de no 
contacto. 
JM: Jumping Mode o modo de salto. 
Indentación: profundidad de una deformación. 
F vs. Z: Fuerza vs. Z desplazamiento. Curva de fuerza en función del desplazamiento del 
piezo en la dirección Z. 
F vs. I: Fuerza vs. Indentación. Curva de fuerza en función de la indentación en la 
muestra.  
F vs. D: Fuerza vs. Distancia. Curva de la fuerza en función de la distancia entre la 
punta y la muestra. 
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UHV: Ultra-High-Vacuum o altra alto vacío. 
DSP: Digital Signal Processor o procesador digital de señales. 
DAC: Convertidor de señal digital a Analógica. 
ADC: Convertidor de señal analógica a digital.  
DLVO: Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek. 
FEM: Finite Element Methods o métodos de elementos finitos. 
CGM: Coarse-Grained Model o modelo de garno grueso. 
MDS: Molecular Dynamic Simulation o simulaciones de dinámica molecular. 
GuHCl: Hidroclururo de Guananina. 
(ONE): Orientación No Específica.  
Fts: Fuerza de Interacción entre la punta y la muestra 
Fts,CONS: Fuerza de interacción conservativa entre la punta y la muestra.  
Fts,DISS: Fuerza de interacción disipativa entre la punta y la muestra. 
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